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°C    Grad Celsius 
%   Prozent 
1-JÜR   Ein-Jahresüberlebensrate 
2-JÜR   Zwei-Jahresüberlebensrate 
3-JÜR   Drei-Jahresüberlebensrate 
3-MA   3-Methyladenin 
5-JÜR   Fünf-Jahresüberlebensrate  
μl    Mikroliter 
µm   Mikrometer 
µM   mikromolar 
µMol   Mikromol 
AASLD  American association for the study of liver diseases  
Abb.   Abbildung 
Abl   Abelson murine leukemia viral oncogene  
AFB1   Aflatoxin B1 
AFL   alkoholische Fettleber 
AFP   Alpha-Fetoprotein 
AG   Angiografie 
AIH   Autoimmunhepatitis 
Akt   Synonym für Proteinkinase B 
al.   andere  
AMP   Adenosinmonophosphat 
AMPK   AMP-activated kinase 
ASCO   American Society of Clinical Oncology 
ASH   alkoholische Steatohepatitis 
ATG   autophagy related gene 
ATP   Adenosintriphosphat 
Bcl-2   B-cell lymphoma/leukemia-2 
BCLC   Barcelona Clinic Liver Cancer 
BCL-XL  B-cell lymphoma extra large 
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bidest.  zweifach destilliert 
BSA   bovine serum protein 
BSC   best supportive care 
bzw.   beziehungsweise 
ca.    circa 
Ca   Karzinom 
CBBC   Coomassie Brilliant Blau G-250 
CD95   cluster of differentiation 95 
CE-US  contrast enhanced ultrasound (s. KM-Sono) 
c-Kit   Stammzellfaktor-Rezeptor (synonym CD117) 
CLIP   Cancer of the Liver Italian Program 
cm   Zentimeter 
cm³   Kubikzentimeter 
CO2   Kohlenstoffdioxid 
CPS   Child-Pugh-Score 
CT   Computertomografie 
ctrl.    Kontrolle 
dl   Deziliter (100 cm³) 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonucleinsäure 
DRAM  damage-regulated autophagy modulator 
EASL   European Association for the Study of the Liver 
EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF   epithelial growth factor 
ELISA   enzyme linked immonosorbent assay 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ERK-1/2  extracellular signal-regulated kinase 1/2  
etc.   et cetera 
FCS   fetal calf serum 
FGF   fibroblast growth factor 
g   Gramm oder Gravitation  
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GIDEON global investigation of therapeutic decisions in 
hepatocellular carcinoma and of its treatment with sorafenib  
h   Stunde  
HBcAG  Hepatitis-C-core-Antigen 
HBeAG  Hepatitis-B-envelope Antigen 
HBsAG  Hepatitis-B-surface Antigen 
HBSS   Hank’s balanced salt solution 
HBV   Hepatitis-B-Virus oder Virushepatitis B 
HCC   Hepatozelluläres Karzinom 
HCV   Hepatitis-C-Virus oder Virushepatitis C 
HE   hepatische Enzephalopathie 
Hep3B  bestimmte humane Hepatomzelllinie 
HepG2  bestimmte humane Hepatomzelllinie 
inkl.   inklusive  
INR   International Normalized Ratio 
JIS-Score  Japan Integrated Staging Score 
KCl   Kaliumchlorid 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
KI   Konfidenzintervall 
KM-Sono  Kontrastmittel verstärkte Sonografie 
KS   Konjugationssystem 
LC3   microtubule-associated protein 1 light chain 3 
LDH   Laktatdehydrogenase 
LiCl   Lithiumchlorid 
LKB1   liver kinase B1 
ln   Logarithmus naturalis   
LR   Leber(teil)resektion 
LT   Lebertransplantation 
LZ   Leberzirrhose 
m   männlich 
max.    maximal 
MAPK   Mitogen aktivierte Proteinkinase 
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Mcl-1   myeloic cell leukemia-1 
MEK   MAPK/ERK-Kinase 
MELD   model for end-stage liver disease 
mg   Milligramm 
mind.    mindestens 
miRNA  micro RNA 
ml   Milliliter (cm³) 
mM   millimolar 
mmHg  Millimeter Quecksilbersäule 
mmol   Millimol 
MRT   Magnetresonanztomografie 
MS   metabolisches Syndrom 
mTOR  mammalian target of rapamycin 
mTORC1  mammalian target of rapamycin complex 1 
NaCl   Natriumchlorid 
NAFL   nicht-alkoholische Fettleber 
NAFLD  nicht-alkoholische Fettlebererkrankung 
Na2HPO4  Natriumhydrogenphosphat 
NASH   nicht-alkoholische Steatohepatitis 
NCCN  national comprehensive cancer network 
NF-κB   nuclear factor kappa of activated B-cells 
ng   Nanogramm  
nm   Nanometer  
nM   nanomolar 
Nrf2   nuclear factor-like 2 
NSCLC  non-small cell lung cancer 
NW   Nebenwirkung 
OLT   orthotope Lebertransplantation 
OR   Odds Ratio 
p.   probability 
p53   Tumorsuppressorgen p53 
p62   Nucleoporin p62 
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PAT   perkutanes ablatives Therapieverfahren 
PBC   primäre biliäre Zirrhose 
PBS   phosphate buffered saline 
PCD   programmierter Zelltod 
PDGF   platelet-derivered growth factor receptor 
PDGFR  platelet-derivered growth factor  
PEI   perkutane Ethanolinstillation 
pH   potentia hydrogenii 
PH   portale Hypertonie 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PKCδ   Proteinkinase C delta 
PLC/PRF/5  bestimmte Hepatomzelllinie 
PLGF   placental growth factor 
PPW   positiver prädiktiver Wert 
PS   s. PST 
PST    Performance Status Test 
PTEN   phosphatase and tensin homolog 
RAF-1  Serin/Threonin-Proteinkinase 
RAS   G-Protein aus Rat sarcoma 
RECIST  response evaluation criteria in solid tumours 
RFA   Radiofrequenzablation 
RNA   Ribonucleinsäure 
ROS   reactive oxygen species 
s.    siehe 
SD   Standardabweichung 
SE   standard exception 
SHARP  Sorafenib HCC assessment randomized protocol  
siRNA   small interfering RNA 
SIRT   selektive interne Radiotherapie 
SOFIA  sorafenib italian assessment 
sog.   sogenannt 
SRB   Sulforhodamin B 
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Tab.   Tabelle 
TACE   transarterielle Chemoembolisation 
TCA   Trichloressigsäure 
TGF   transforming growth factor 
TNM   Tumorklassifikation der WHO  
TSC1/2  tuberous sclerosis protein 1/2 
u. a.   unter anderem  
UCSF   University of California, San Francisco 
UICC   Union international contre le cancer 
ULK1   uncoordinated-51-like kinase 1 
ULK 2   uncoordinated-51-like kinase 2 
US/USA  United States of America 
UV-Licht  ultraviolettes Licht 
V   Volt 
V.   Vena 
VEGF   vascular epithelial growth factor  
VEGFR  vascular epithelial growth factor receptor 
VH   Venae hepaticae 
VP   Vena porta  
vs.   versus 
Vv.   Venae 
w   weiblich 
WHO   World Health Organisation 
WT   Wortmannin 











1.1 Das Hepatozelluläre Karzinom (HCC) 
 
Primäre Lebertumore unterteilt man je nach Ursprungsgewebe in epitheliale, 
mesenchymale und gemischte Tumore. Das Hepatozelluläre Karzinom (HCC) 
ist eine Entität der primären Lebertumoren. Es handelt sich hierbei um einen 
epithelialen malignen Tumor, der in unterschiedlichen Formen auftreten kann. 
So sind solitäre, multizentrische als auch infiltrierende Formen bekannt. Der 
Metastasierungsweg kann hämatogen und/oder lymphogen sein. Von der 
Metastasierung sind folgende Organe in absteigender relativer Häufigkeit 
betroffen: Lunge (39-55%), Lymphknoten (34-53%), Knochen (25-38%), 
Nebennieren (8-11%), Peritoneum (11%) und Gehirn (1-2%) [1-8].  
Die Manifestationsrate extrahepatischer Metastasen des HCC beträgt 5 Jahre 
nach Diagnosestellung laut Kanda et al. 13% [9]. 
Die meisten malignen Lebertumore (90%) sind sekundär und somit 
Lebermetastasen von Primarien extrahepatischer Herkunft [10]. Unter den 
primären Lebermalignomen stellt das HCC mit einem Anteil von 75-90% die 
Hauptentität dar [11-18]. In der überwiegenden Anzahl aller Fälle (80-90%) 
entwickelt sich das HCC aus einer vorbestehenden Leberzirrhose 





Das Hepatozelluläre Karzinom (HCC) zählt heutzutage zu den sechs häufigsten 
malignen Tumorentitäten weltweit. Geschlechtsbezogen ist das HCC die fünft-
häufigste Karzinomentität bei Männern und die siebthäufigste bei Frauen [22-
24]. Die Inzidenz beläuft sich in Europa und den USA auf etwa 5 
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr, während sie in Afrika und 
Asien 20-35/100.000 Einwohner jährlich beträgt [23, 24]. In der Gruppe der 75-
84-jährigen Asiaten und Pazifikinselbewohnern erreichte die Inzidenz in den 
Jahren 2003-2005 sogar Werte von 83/100.000 pro Jahr [25]. Damit weist das 
16 
 
HCC global die dritthäufigste Malignom-bedingte Mortalität auf, bei Männern 
steht das HCC dabei sogar an zweiter Stelle [23, 24, 26]. Das HCC macht 
europaweit 5,6-7,5% aller Krebsentitäten aus [27, 28]. Gemessen an den 
primären Lebermalignomen befindet sich das HCC mit bis zu 90% an erster 
Stelle [11-17]. Im Jahre 2008 standen weltweit 748.000 HCC-Neuerkrankungen 
696.000 HCC-Todesfällen gegenüber. Das entspricht einer jährlichen 
Mortalitäts-Inzidenz-Ratio von 0,93. Das Geschlechterverhältnis beträgt global 
in etwa m:w = 2,4:1 [23]. In einigen europäischen Ländern liegt das 
Geschlechterverhältnis deutlicher auf der männlichen Seite: Italien und 
Frankreich haben eine Männer-Frauen-Ratio von  4:1, die Schweiz gar ein 
Verhältnis von 5:1 [29].   
Allein 77% aller HCC-Neuerkrankungen stammen aus dem Hochinzidenzgebiet 
Ost- und Südasien. Auch die afrikanischen Länder südlich der Sahara zählen 
zu den Hochprävalenzgebieten. Allein in China kommen bereits etwa 50% der 
weltweiten HCC-Fälle vor [23].  




Abb. 1 Weltweite regionale Unterschiede der Sterblichkeitsrate des HCC 





Die geographische Häufigkeitsdifferenz zwischen Hoch- und Niedrigprävalenz-
gebieten scheint weniger auf ethnischen oder genetischen Ursachen in der 
Bevölkerung zu beruhen, als vielmehr auf einer unterschiedlichen 
geographischen Distribution der klassischen HCC-Risikofaktoren.  
Die hohe Prävalenz von Hepatitis-Virus-Infektionen sowie das Vorkommen von 
Aflatoxinen als Nahrungskarzinogenen wird als Ursache für die höhere Rate 
von HCC-Erkrankungen in Ostasien und Afrika (Hoch-Risiko-Gebiete) 
gegenüber europäischen und nordamerikanischen Prävalenzgebieten 
angenommen [31].  
Zu beobachten ist aktuell eine rückläufige Inzidenz des HCC in 
Entwicklungsländern, möglicherweise als Folge der etablierten HBV-Impfungen, 
bei tendenziell steigender Inzidenz in den USA, in Europa und in Australien als 
Folge einer HCV-Infektionswelle, die überwiegend auf intravenösen 
Drogenabusus zurückzuführen ist [32-37]. Des Weiteren kommen auch die 
Fettlebererkrankungen und -hepatitiden (namentlich die nicht-alkoholische 
Steatohepatitis [NASH] und die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung 
[NAFLD]) in Europa und in den USA als progrediente Inzidenzfaktoren für das 
HCC in Betracht [38-41].  
 
Der Altersgipfel für die Erstdiagnose eines HCC beträgt 55-59 Jahre in China, 
63-65 Jahre in Europa und Nordamerika und über 75 Jahre in Niedriginzidenz-
gebieten wie Ozeanien [42]. Im Anfangsstadium eines HCC liegt die 
durchschnittliche Überlebensrate ohne Therapie bei 6-9 Monaten, während weit 
fortgeschrittene HCC-Stadien im Durchschnitt 1-2 Monate ohne Therapie 
überlebt werden [43]. Bei Vorliegen eines HCC mit einem Child-Pugh-C-Status 
beträgt die durchschnittliche Überlebensrate lediglich 3-4 Monate [44]. In einem 
australischen Probandenkollektiv erhöhte sich die mittlere Überlebensrate des 
HCC von 10,4 im Erhebungszeitraum von 1993-1997 auf 18,4 Monate im 
Zeitfenster von 1998-2002. Seit 2003 stagniert die mittlere Überlebensrate bei 
18,1 Monaten [45]. Die Überlebensraten des HCC divergieren in der Literatur 
erheblich, was sich überwiegend aus dem unterschiedlichen 
Differenzierungsgrad und den unterschiedlichen Ursachen des HCC ergibt. 
18 
 
Die Ein-Jahres-Überlebensrate des HCC stieg laut Altekruse et al. in den USA 
von 25% in den Jahren 1992-1993 auf 47% in den Jahren 2003-2005 an [25]. 
Die Fünf-Jahres-Überlebensrate liegt hingegen weiterhin niedrig bei ungefähr 7-
8% [46, 47]. Eine Metaanalyse von Cabibbo et al. liefert deutlich niedrigere 
weltweite Überlebensraten: Die Ein-Jahres-Überlebensrate (1-JÜR) für das 
HCC beläuft sich auf 17,5%, während die Zwei-Jahres-Überlebensrate (2-JÜR) 
7,3% beträgt [48]. Simard et al. zeigen einen Anstieg der Fünf-Jahres-
Überlebensrate (5-JÜR) in der US-Bevölkerung. Während die 5-JÜR 1992-1995 
für Leberkarzinome in den USA bei ca. 12% lag, konnte im Zeitfenster 2000-
2007 ein Anstieg der 5-JÜR auf 26% verzeichnet werden [49]. Pichlmayr et al. 
belegen eine 1- bzw. 5-JÜR bei HCC aufgrund einer Leberzirrhose (LZ) von 
52% bzw. 24% ohne Therapie gegenüber 83% bzw. 60% bei erfolgter 
orthotoper Lebertransplantation [50].  Patienten, die an einem HCC erkrankt 
sind und die festgelegten Mailand-Kriterien (s. Kap. 1.1.5) erfüllen, können 
aufgrund des kurativen Ansatzes eine 5-JÜR von 50-75% erreichen [44, 51-54].  
 
 
1.1.2 Ätiologie, Risikofaktoren und Pathogenese 
 
Es existieren verschiedene Präkanzerosen und Risikofaktoren für die 
Begünstigung der Entwicklung eines HCC. Sie können für sich alleine oder 
auch in der Kombination zur Bildung des HCC beitragen [55]. 
Ätiologisch sind ungefähr 80-90% aller HCC auf eine vorbestehende 
Leberzirrhose zurückzuführen [17, 19, 21, 56-61]. Die hierfür häufigsten 
Ursachen sind regional unterschiedlich, jedoch sind global die Virushepatitiden 
B und C, sowie die äthyltoxische Pathogenese führend in der 
Hepatokarzinogenese primärer Lebermalignome [62], wie Tab. 1 zu entnehmen 
ist. Als weitere, jedoch seltenere Risikofaktoren eines HCC sind Leberzirrhosen 
anderer Ätiologien, wie das Aflatoxin B1 des Aspergillus flavus und die 
hereditäre Hämochromatose sowie der Morbus Wilson und der Alpha-1-
Antitrypsinmangel zu nennen [20, 43, 63], siehe hierzu Tab. 2.  Auch die nicht-
alkoholische Steatohepatitis, sowie Adipositas und Diabetes mellitus zählen zu 
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den Komponenten, die einen Einfluss auf die Bildung einer Leberzirrhose und 
sukzessive eines HCC haben [42, 64, 65]. Bei Vorliegen der Komorbiditäten 
eines Diabetes mellitus und einer chronischen HBV-Infektion ist das HCC 
ebenfalls signifikant erhöht [65].  
Durch die Virushepatitiden B und C wird das Risiko an einem HCC zu 
erkranken weltweit um den Faktor 20 erhöht [66]. Bei der HBV-Infektion kommt 
es bei serologischem Nachweis des HBsAg zu einem 9,6-fachen Risiko für die 
Entstehung eines HCC; sind sowohl HBsAg als auch HBeAg positiv im Blut, so 
ist das HCC-Risiko 60-fach erhöht [67]. Patienten mit einer chronischen HBV-
Infektion haben Franceschi et al. zufolge eine bis zu 30-fache Risikoerhöhung 
bezüglich der Bildung eines HCC als Nicht-HBV-Infizierte. Einige Studien 
weisen eine 100-fache Erhöhung des HCC-Risikos unter HBV-Einfluss auf [68]. 
Die Untersuchung von indischen Probanden mit und ohne Vorliegen eines HCC 
erbrachte ein 40-fach erhöhtes Risiko für die Bildung eines HCC bei dem 
Nachweis irgendeines positiven serologischen HBV-Markers und ein 5-fach 
erhöhtes HCC-Risiko für HCV-Infektionen [60]. Sun et al. weist ein 3,6-fach 
erhöhtes Risiko für die Bildung eines HCC bei chronischer HCV-Infektion und 
eine 16-fache Risikoerhöhung für ein HCC bei positivem HBsAg nach [69]. Liegt 
eine Komorbidität aus Diabetes mellitus und einer chronischen HCV-Infektion 
vor, so steigt die 5-Jahresinzidenz für die Entwicklung eines HCC von 5% bei 
alleiniger HCV-Infektion auf 11,4% an [70]. Eine chronische Koinfektion sowohl 
mit HBV als auch mit HCV weist mit einer Odds Ratio (OR) von 165 einen 
erheblich höheren Wert auf, verglichen mit den OR für die Monoinfektion mit 
HBV (OR 22,5) oder HCV (OR 17,3) [66]. 
Die jährliche Inzidenzrate bei Leberzirrhose an HCC zu erkranken beträgt laut 
Lau et al. und Montalto et al. etwa 2-7% [13, 43]. Sangiovanni et al. kommen 
auf ähnliche Jahresinzidenzraten von 3-5%, wobei etwa jeder dritte Patient mit 
Leberzirrhose im Laufe seines Lebens ein HCC erleiden wird [71].  
 
57% aller Leberzirrhosen sind durch Virushepatitis B (HBV) (30%) oder 
Virushepatitis C (HCV) (27%) bedingt. Als Hauptätiologien des HCC sind  mit 
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78% der Fälle die HBV- (53%) und HCV-Infektion (25%) zu nennen [46]. Dabei 
gibt es weltweit regionale Unterschiede der Ätiologien der Leberzirrhosen.  
Etwa 25% der chronischen HBV-Infektionen münden mit oder ohne Ausbildung 
einer Leberzirrhose (LZ) in ein HCC [72]. 
Bosch et al. gehen von 50-55% HBV und 25-30% HCV assoziierten HCC-Fällen 
aus [73]. Regional sowie interkontinental differiert die Genese des HCC 
bedeutend. In Europa und Nordamerika steht die HCV-Infektion als Ursache der 
neu auftretenden HCC-Fälle an erster Stelle, während in den meisten 
asiatischen Ländern sowie in Afrika die HBV-Infektion als HCC-Ursache 
dominiert [62]. Dies ist auf die hohen Durchimpfungsraten mit den HBsAg-
Vakzinen in den Industriestaaten zurückzuführen, bei denen die Inzidenz der 
HBV bedingten HCC-Fälle deutlich verringert werden konnte [74]. 
 
 
Risikoschätzung und Risikospanne 
 
 Risikofaktor Europa/USA (%) Japan (%) Afrika/Asien (%) 
Hepatitis B  
















Tab. 1 Risikofaktoren für das HCC in ausgewählten Ländern 
Die Tabelle ist nach Bosch modifiziert [62]. 
 
 
Betrachtet man die 5-Jahresinzidenzrate des HCC bei Patienten mit 
vorbekannter Leberzirrhose, so entwickeln Patienten bei einer HCV-Infektion 
als Kausalität der Leberzirrhose in bis zu 30% der Fälle binnen 5 Jahren seit 
Bestehen der Leberzirrhose ein HCC [20, 75]. Laut einer anderen Studie sind 
es ungefähr 20% der chronischen HCV-Infektionen, die in eine Leberzirrhose 
münden, wovon weitere 2-8% jährlich zum HCC entarten [76, 77]. Eine andere 
Studie geht von einer HCV bedingten Entstehung einer Leberzirrhose nach 25-
30 Jahren von 15-35% aus [78]. Bei HBV assoziierten LZ beläuft sich die 
jährliche HCC-Entartung auf 2%, während es bei HCV assoziierten LZ jährlich 
in 3-8% der Fälle zum HCC kommt [79]. 
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Bei den HBV bedingten Leberzirrhosen liegt die 5-Jahresinzidenz für die 
Entstehung eines HCC bei 15%-25%; für die nicht-zirrhotischen HBV 
assoziierten HCC-Fälle beträgt die 1-Jahresinzidenz dagegen 0,5% [68]. 
Somit weist das HCV eine höhere Entartungsrate bei Leberzirrhosen auf als es 
bei HBV der Fall ist. 
In Japan, Europa, Lateinamerika und den USA ist eine chronische HCV-
Hepatitis die Hauptursache für das HCC. In China und den Subsaharastaaten 
Afrikas macht hingegen die chronische HBV-Hepatitis die häufigste Entität unter 
den HCC-Erkrankungen aus [80]. 
 
‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗‗ 
Hauptrisikofaktoren, die mit dem HCC assoziiert sind: 





- Angeborene Erkrankungen:  
 Hämochromatose 




b) 20%   Ohne Leberzirrhose 
- HBV-Infektion 
   - NASH 
    - Aflatoxin B1 
 ____________________________________________________________________________________________________________ 
 
Tab. 2 Bekannte Risikofaktoren, die zu einem HCC führen können  
Die Tabelle ist nach Bosch modifiziert [62].  
 
 
21% beträgt das HCC-Risiko bei Hämochromatose als Ätiologie der 
Leberzirrhose [81], 8% bei den alkoholischen Leberzirrhosen und lediglich 
jeweils 4% bei den primären biliären Zirrhosen (PBC) und den 
Autoimmunhepatitiden (AIH). Der Morbus Wilson spielt bei einer 5-
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Jahresinzidenzrate von 0,5% unter den Leberzirrhosen nur eine untergeordnete 
Rolle als Entität der HCC-Ätiologie [20, 75, 82, 83]. 
 
Bei chronischem Alkoholabusus mit einer täglich konsumierten Alkoholmenge 
von ≥ 80 g/Tag bildet sich in 10-35% der Fälle eine alkoholische Steatohepatitis 
(ASH), hiervon entwickeln sich 10-20% zu einer LZ, die in weiteren 10% zu 
einem HCC entarten [84]. Andere Studien zeigen einen ähnlichen Trend, bei 
dem unter chronischem Alkoholkonsum in bis zu 30% der Fälle eine 
alkoholische Leberfibrose und in 10-20% eine LZ entsteht, die mit einer 
jährlichen Inzidenz von 1-2% der Fälle ein HCC initiieren kann [61, 85]. Eine 
US-Studie wies ein 7,7-fach erhöhtes HCC-Risiko unter Alkoholeinfluss lediglich 
für das weibliche Geschlecht nach [86]. Eine italienische Studie konnte eine 
Signifikanz des Alkohols als Ätiologie für ein HCC lediglich bei mittlerweile 
abstinenten Personen feststellen (OR 4), während Personen mit fortwährendem 
Alkoholkonsum keine Signifikanz bezüglich eines HCC-Risikos aufwiesen [87]. 
  
Die nicht-alkoholische Steatohepatitis als weitere Ursache eines HCC 
entwickelt sich in bis zu 20% der Fälle in eine Leberzirrhose weiter, die 
wiederum den Ausgangspunkt für ein mögliches HCC darstellt [88]. Die NASH 
bedingten Leberzirrhosen bilden in 2,6% der Fälle ein HCC [89]. Es sind jedoch 
auch Fälle eines NASH bedingten HCC in der Literatur berichtet, die ohne 
vorliegende LZ entstanden sind [90, 91]. 
 
Während bei den meisten der genannten HCC-Ätiologien eine Leberzirrhose als 
Vorstufe zum HCC auftritt, erfolgt bei der chronischen HBV-Infektion die 
Hepatokarzinogenese auch unabhängig vom Vorliegen einer Leberzirrhose 
durch Integration der HBV-DNA in das Genom der Hepatozyten [75, 92]. Auch 
die Entstehung des HCC bedingt durch Aflatoxin B1 kann unter Umgehung 
einer Leberzirrhose durch Mutationen im p53-Tumorsuppressorgen direkt 
kanzerogen wirksam sein. Vor allem die Kombination aus HBV-Infektion und 
Aflatoxin-B1-Ingestion wirkt dabei synergistisch [93]. 
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Kontrovers diskutiert wird der Tabakkonsum als weitere unmittelbare bzw. 
mittelbare Ätiologie des HCC. Einige Studien weisen auf ein erhöhtes Risiko hin 
an HCC zu erkranken, wenn man Tabak raucht; dies unabhängig vom HBV-
Status [62] [94].  An einem Probandenkollektiv aus Shanghai wurde eine 
signifikant erhöhte OR von Rauchern gegenüber Nichtrauchern bezüglich des 
Auftretens eines HCC nachgewiesen. Die OR betrug unabhängig von der 
Anzahl der „pack years“ 1,9-4,9 [95, 96]. Eine US-Studie konnte eine 
signifikante Tabak-assoziierte Erhöhung des HCC-Risikos lediglich beim 
männlichen Geschlecht nachweisen. Die  ermittelte OR betrug 1,9 für die 
Entwicklung eines HCC unter regelmäßigem Tabakkonsum. Des Weiteren 
zeigte dieselbe Studie, dass es einen synergistischen Effekt bei der 
Risikoerhöhung des HCC bei Kombination aus Tabakkonsum und chronischer 
HCV-Infektion gab. Hierfür konnte eine OR von 136 ermittelt werden [86]. 
Keine Signifikanz zwischen Rauchern und Nichtrauchern für das Risiko an 
einem HCC zu erkranken erbrachte eine Studie von Siegel et al., die eine 
Probandenkohorte aus den USA untersuchte [97]. Auch Franceschi et al. 
konnten bei einer italienischen Studie keine Signifikanz für eine durch 
Tabakkonsum bedingte Risikoerhöhung bei der Entstehung eines HCC 
nachweisen [87]. Sun et al. bestätigte in einer taiwanesischen Studie die 
mangelnde Signifikanz beim Zusammenhang zwischen Tabakkonsum und der 
Entwicklung eines HCC [69]. 
 
Der Verzehr von sogenannten Betel-Nüssen, die im asiatischen Raum weit 
verbreitet sind gilt ebenfalls als unabhängiger Risikofaktor für die Entstehung 
einer Leberzirrhose und sukzessive eines HCC [98]. So beträgt die OR für die 
Entwicklung eines HCC beim Kauen von Betel-Nüssen 3,5-5,8 bei Probanden 
mit nicht-zirrhotischer Leber und 1,6 bei Probanden mit LZ [99, 100]. Der 
Genuss von Betel-Nüssen wirkt sich bei vorliegender chronischer HBV- oder 
HCV-Hepatitis synergistisch auf die Entstehung einer LZ aus. Der Synergie-
Index beträgt bei ständigem Kauen von Betel-Nüssen und chronischer HBV-
Hepatitis 5,3 und bei regelmäßigem Kauen von Betel-Nüssen und chronischer 
HCV-Hepatitis 1,6 [101]. Eine Studie aus Taiwan konnte hingegen keine 
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Kausalität zwischen Betel-Nüssen und dem Vorkommen von HCC feststellen 
[69]. 
 
Seit langem wird diskutiert, ob Faktoren des metabolischen Syndroms (MS), 
hierzu zählen die arterielle Hypertonie, die Hyper- und Dyslipidämie, die 
abdominelle Adipositas und die Insulinresistenz, ätiologisch mit der 
Hepatokarzinogenese in Verbindung stehen [102]. Eine Studie kommt zu 
diesem Schluss, wenn mindestens zwei Faktoren des metabolischen Syndroms 
zeitgleich vorliegen [103]. Andere Studien zeigten einen kausalen 
Zusammenhang zwischen HCC und dem MS lediglich bezüglich den Faktoren 
Adipositas und Diabetes mellitus in einer Kohorte mit HCV-positiven Serologien 
[104]. 
Der Zusammenhang zwischen dem erhöhten Risiko für die Neubildung eines 
HCC und dem gemeinsamen Vorliegen von Adipositas und Diabetes mellitus 
besteht über die Entstehung einer NAFL bzw. einer NASH [105-107]. Dabei 
kann es in Einzelfällen wohl auch ohne die Entwicklung einer LZ direkt zum 
HCC kommen [108]. 
Bei Patienten mit HCV- und HBV-negativen Serologien ließ sich ein höheres (6-
fach vs. 4-fach) HCC-Risiko feststellen, wenn mindestens zwei Kriterien, die 
das metabolische Syndrom definieren, vorlagen [103]. 
 
 
1.1.3 Klinik des Hepatozellulären Karzinoms 
 
Eine pathognomonische Symptomatik ist beim HCC leider nicht zu verzeichnen. 
Auch sind Frühsymptome untypisch, sodass ohne (akzidentielle) Diagnose 
eines HCC infolge auffälliger laborchemischer Parameter z. B. im Rahmen von 
ärztlichen Check-Up-Untersuchungen oder von Sonografie-Untersuchungen bei 
vorbekannter Leberzirrhose oder bekannter HBV- bzw. HCV-Infektion, 
vorliegende Symptome erst in Spätstadien des HCC auftreten [109]. Zu diesem 
Zeitpunkt sind jedoch kurative Maßnahmen meist nicht mehr zugänglich. Die 5-
JÜR liegt dann nach einer älteren Arbeit bei höchstens 10% [12]. 
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Bei Patienten, die am HCC erkrankt sind können Symptome auftreten, die meist 
der Grunderkrankung Leberzirrhose geschuldet sind. So können bei diesen 
Patienten Symptome wie z.B. (Therapie refraktärer) Aszites, Ikterus, Pruritus, 
eine hepatische Enzephalopathie, hypoalbuminämische Ödeme, ein 
hepatorenales Syndrom sowie ein hepatopulmonales Syndrom, aber auch eine 
Portalvenenthrombose oder eine Lebervenenthrombose auftreten [110-112]. 
Unspezifische, jedoch direkt Tumor (HCC) bedingte Symptome sind drückende 
Oberbauchschmerzen infolge des Tumorwachstums, meist als Folge der 
Leberkapselspannung [110, 113, 114]. Als klinisches Zeichen ist dabei die 
palpable derb-harte subcostale Tumormasse zu nennen, die bei peripher-
hepatischer Lokalisation des HCC bzw. bei Leberkapsel nahem HCC-
Wachstum zum Tragen kommen kann [115]. Die klassische B-Symptomatik, 
bestehend aus Fieber, Nachtschweiß und Gewichtsverlust von mehr als 10 % 
binnen 6 Monaten, ist beim HCC selten [116]. Blutungskomplikationen im Sinne 
einer Ösophagusvarizenblutung aufgrund einer bestehenden portalen 
Hypertension durch direkte Tumorkompression der Vena portae oder bedingt 
durch den zirrhotischen Leberumbau sowie bei vorliegender paraneoplastischer 
Portalvenenthrombose können lebensbedrohlich und dementsprechend auch 
ein limitierender bzw. prognostischer Faktor des HCC sein [117-119]. 
In einer Studie von Alswat et al. galten die Portalvenenthrombose, die portale 
Hypertonie (PH), das Vorliegen von Aszites, die hepatische Enzephalopathie 
(HE), ein fortgeschrittener Child-Pugh-Score, sowie eine Bilirubin-Konzentration 
von > 22 µmol/l und ein INR-Wert > 1,2 als signifikant und prognostisch 
ungünstige und unabhängige Prädiktoren bezüglich der HCC-Überlebensrate 
[109].  Leerapun et al. sehen die Portalvenenthrombose als signifikanten und 
unabhängigen letalen Prädiktor des HCC [120]. 
Typische prognostisch ungünstige Symptome, klinische Zeichen oder 
bildgebende Zeichen des HCC sind laut Jia et al. die Tumorinvasion in die 
Lebervenen (VH) und in die Gallengänge, die unbehandelte Portalvenen-
Tumorthrombose, die intrahepatische Tumorausbreitung über beide 
Leberlappen und ein Child-Pugh-Score C [121]. Eine direkte (letale) 
Tumorblutung bei Leberkapselruptur ist eher selten. Als weitere Spätsymptome  
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können Pruritus, Depression, Abgeschlagenheit, Müdigkeit, und 
Leistungsminderung, Übelkeit und Erbrechen, sowie die Tumorkachexie 
auftreten und die Lebensqualität des Patienten erheblich beeinträchtigen [116, 
117, 122-125]. 
 
Eine italienische Studie untersuchte die Symptome bei 461 Patienten mit 
diagnostiziertem HCC, die zur OLT geplant waren und auf die entsprechende 
Warteliste gesetzt wurden. Dabei kam folgende Symptomverteilung zustande: 
23% asymptomatisch, 32% abdominelle Schmerzen, 9% Unwohlsein, 8% 
Fieber, 8% Aszites, 8% Ikterus, 6% Anorexie, 4% Gewichtsverlust, 4% 
Blutungen und 2% Enzephalopathie. Hierbei war eine Mehrfachnennung der 
Symptome möglich [126]. 
 
 
1.1.4 Diagnostik des Hepatozellulären Karzinoms 
 
Alpha-Fetoprotein (AFP)  ist ein Tumormarker, welcher bezüglich des HCC eine 
Sensitivität von 40-70%, eine Spezifität von 76-91% sowie einen positiven 
prädiktiven Wert (PPW) von 9-32% aufweist [43, 127]. Es ist ein embryonales 
Protein, dessen Bildung und Blutkonzentration postpartum deutlich 
herunterreguliert wird. Dabei gibt es inter- und intrakontinental sehr große 
Schwankungen. Die höchste Sensitivität hat AFP als Tumormarker in den 
Subsaharastaaten Afrikas mit einer Rate von 90%. In China beträgt die 
Sensitivität etwa 75%, während man in den Industriestaaten eine AFP-
Erhöhung in gerade mal 55% der HCC-Fälle beobachten kann [128]. Die 
Spezifität von AFP betrug bei einem cut-off-Wert der Blutkonzentration von 20 
ng/ml ca. 70-80% [129, 130], bei einem Wert von 500 ng/ml betrugen die 
Sensitivität des AFP 50% und die Spezifität 90% [131]. 
Dabei ist das AFP aufgrund der eingeschränkten Sensitivität weniger als 
Primärdiagnostikum, als vielmehr als Verlaufsparameter geeignet [132]. So 
spricht ein initial hohes AFP bei diagnostiziertem HCC, ein  Abfallen der 
Serumkonzentration desselben nach Radiofrequenzablation oder Resektion 
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und ein sodann im Verlauf erneutes Ansteigen des AFP-Spiegels z. B. für ein 
HCC-Rezidiv [133]. Das AFP für sich allein genommen reicht demzufolge nicht 
als Primärdiagnostikum aus. Einige Autoren plädieren mangels hoher 
Sensitivität und Spezifität sogar ganz auf die Bestimmung der AFP-
Serumkonzentrationen zu verzichten [134].  
 
Weitere Diagnostikverfahren zur Detektion eines HCC sind die Sonografie (mit 
und ohne Kontrastmittel), die Kontrastmittel-Computertomografie (CT) und die 
Kontrastmittel-Magnetresonanztomografie (MRT) [135, 136]. 
In allen drei Verfahren typisch ist zum einen das klassische „wash-out“ 
Phänomen des HCC in der portalvenösen Phase, bei der das eingesetzte 
Kontrastmittel (nahezu) komplett aus dem HCC-Herd ausgeschwemmt bzw. 
ausgewaschen wird, sowie die anschließende relative Kontrastumkehr zum 
umgebenden (gesunden) Leberparenchym und zum anderen die in der 
arteriellen Phase der Aufnahme bestehende arterielle Hypervaskularisation 
[136-144]. Letztere hängt mit der durch VEGF induzierten Angioneogenese 
zusammen und der letztendlich nahezu ausschließlichen arteriellen 
Blutversorgung der HCC Herde [145-148]. Die Sensitivität bzw. Spezifität für 
das Vorliegen der arteriellen Hypervaskularisation mit anschließendem „wash-
out“ Phänomen in der portalvenösen Phase in nur einer der beiden 
radiologischen Modalitäten (CT, MRT) werden laut Serste at al. auf 96% bzw. 
100% beziffert [149]. Andere Studien belegen ähnliche Raten an Sensitivität 
bzw. Spezifität von bis zu 89% bzw. 94-100% für die CT-Untersuchung und von 
60-90% bzw. 52-100% für die MRT-Untersuchung [137, 138, 141, 149-157].  
 
Bei suspekten Leberrundherden von einer diametralen Größe > 2 cm ist die 
HCC-Diagnose erfolgt, wenn in zwei unterschiedlichen bildgebenden 
Modalitäten (CT, MRT) die arterielle Hypervaskularisation desselben vorliegt 
[158, 159]. Alternativ kann bei fehlendem typischem Kontrastverhalten oder 
Läsionen die kleiner als 2 cm sind die Leberzielpunktion zur Gewinnung einer 
Leberstanzbiospie die erforderliche Diagnose bestätigen. 
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HCC-verdächtige Leberrundherde mit einem maximalen Durchmesser von < 1 
cm sind denselben radiologischen Modalitäten, bezüglich der typischen, oben 
genannten Vaskularisationsmuster, meist nicht zugänglich. In diesen Fällen 
bedarf es hinsichtlich einer sicheren HCC-Diagnose ausnahmslos der 
bioptischen Sicherung, sei es als zytologisch verwertbare Feinnadelpunktion 
oder als histologisch verwertbare Leberstanze, was aufgrund der geringen 
Größe je nach Tumorlage schwierig sein kann. 
 
Die sog. EASL-Kriterien erlauben, bei mind. 2 cm durchmessenden HCC-
suspekten Läsionen, die Diagnose eines HCC durch zwei unabhängige 
bildgebende Verfahren (CT und MRT) zu sichern, sofern es sich um eine 
zirrhotisch veränderte Leber handelt [160, 161]. Werden zur Diagnosesicherung 
die MRT und die KM-Sonografie kombiniert angewandt, kommt es bei nahezu 
100%iger Spezifität zu einer Sensitivität von gerade mal 33%. Jede 
Untersuchungsentität für sich genommen kommt hingegen auf Sensitivitäten 
von 61% (MRT) und 51% (KM-Sono) [139]. Jedoch werden aktuell von 
Eurotransplant und der Bundesärztekammer nur die CT und die MRT, sowie die 
Angiografie als gängige bildgebende Verfahren für die valide Histologie-prive 
Diagnostik des HCC anerkannt, um auf die Warteliste zur Lebertransplantation 
zu gelangen [162]. 
 
Einen schematischen Überblick über die Vorgehensweise bei der Diagnostik 
und den jeweiligen Ergebnissen der bioptischen und radiologischen Befunde 
gibt Abb. 2. Als dynamische Bildgebung gemäß Abb. 2 gelten entweder eine 
invasive Angiografie oder eine Kontrastmittel angehobene CT-Untersuchung mit 
arterieller, venöser und portalvenöser Phase sowie eine Kontrastmittel 
angehobene MRT-Untersuchung mit lebergewebsspezifischem Kontrastmittel, 
wie z.B. das gadoliniumhaltige Primovist, wobei letztgenanntes eine höhere 





Abb. 2 Entscheidungsbaum für die Diagnostik beim HCC (EASL-Kriterien) 
Aus der European Association for Study of the liver [164]. 
 
 
Gemäß den Richtlinien der Bundesärztekammer, sowie der  S3-Leitlinie des 
Leitlinienprogramms Onkologie und den Richtlinien von Eurotransplant gelten 
zusammenfassend folgende drei Diagnostikkriterien als beweisend für das 
Vorliegen eines HCC:  
1. die positive Biopsie oder 
2. eine typische Hypervaskularisation des suspekten Leberrundherdes in zwei 
unabhängigen dynamischen Bildgebungen (CT, MRT, Angiografie [5]) oder  
3. AFP > 400 ng/ml und eine typische Hypervaskularisation des suspekten 
Leberrundherdes in einer Bildgebung (CT, MRT, AG)[162, 165, 166]. 
 
Bezüglich der AFP-Konzentration divergieren die Angaben eben genannter 
Diagnostikkriterien der BCLC, die eine AFP-Konzentration von 200 ng/ml 
propagieren, gegenüber den Angaben der Bundesärztekammer und des 
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Leitlinienprogramms Onkologie, die eine AFP-Konzentration von 400 ng/ml 
neben einer weiteren Bildgebung für einen HCC-Nachweis fordern. 
Für die Ausbreitungsdiagnostik des diagnostizierten HCC im Sinne eines 
Stagings empfiehlt sich zum intrahepatischen Staging das Kontrastmittel 
verstärkte MRT und für das extrahepatische Staging ein Thorax- und Abdomen-
CT [165, 167]. 
 
 
1.1.5 Klassifikation der Leberfunktion und Stadieneinteilung des HCC 
 
Das HCC kann nach mannigfaltigen Kriterien in unterschiedliche Stadien 
klassifiziert werden, die prognostische und therapeutische Relevanz aufweisen.  
Ein kurzer Überblick in diesem Kapitel beschränkt sich auf die UICC-Einteilung,  
die BCLC-Klassifikation, den MELD-Score, sowie den Child-Pugh-Score, der 
bei der Beurteilung der Leberzirrhose und respektive bei durch Leberzirrhose 
bedingten HCC ebenfalls zum Tragen kommt, als auch die sogenannten 
Mailandkriterien für die Indikationsstellung zu einer Lebertransplantation [168]. 
Daneben gibt es zahlreiche weitere Klassifikationen, die die Überlebensrate des 
HCC prognostizieren. Zu nennen wären hierbei die „French Classification“, der 
„Chinese University Prognostic Index“ [169, 170] und der „Japan Integrated 
Staging Score“, kurz JIS-Score. [171, 172]. 
Die global anerkannte TNM-Klassifikation ist eine Klassifikation der 
Tumorausbreitung, die  Größe und Invasion des Primarius in die benachbarten 
anatomischen Strukturen (T-Entität), den Befall von Primarius nahen 
Lymphknoten (N-Entität) und den Befall von Primarius fernen Lymphknoten 









T1 solitärer Tumor ohne Gefäßinvasion 
T2 solitärer Tumor mit Gefäßinvasion oder multiple Tumoren 
alle  <  5  cm 
T3a multiple Tumore >  5  cm 
T3b multiple Tumore mit Befall eines größeren Astes der V. portae oder 
der Vv. hepaticae 
T4 Tumor mit Infiltration von Nachbarorganen oder Perforation des 
viszeralen Peritoneums 
N0 keine lokoregionären Lymphknotenmetastasen 
N1 lokoregionäre Lymphknotenmetastasen vorhanden 
M0 keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen vorhanden 
Tab. 3 TNM-Klassifikation des HCC nach der UICC 
 
 
Die UICC-Einteilung lehnt sich an die vorliegende TNM-Klassifikation aus 
Tabelle 3 und fasst Tumorstadien mit ähnlicher Prognose und gleichen 
Therapieempfehlungen zusammen (Tab. 4). 
 
 
Stadien (UICC) TNM Stadien (UICC) TNM 
I T1 N0 M0  II T2 N0 M0  
IIIA T3a N0 M0  IIIB T3b N0 M0 
IIIIC T4 N0 M0    
IVA jedes T, N1 M0  IVB jedes T, jedes N, M1  
Tab. 4 UICC-Stadieneinteilung des HCC 
 
 
Die 1964 nach Child und Turcotte benannte und im Jahre 1973 von Pugh 
modifizierte Klassifikation der Leberfunktionsleistung bei Leberzirrhosen ist als 
Child-Pugh-Score bekannt und beinhaltet 5 Kriterien und teilt die Schwere der 
Leberzirrhose in drei Grade A, B und C ein. Der Punktewert respektive der 
Schweregrad lässt Schlüsse auf die Prognose der Grunderkrankung bzw. auf 
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deren Überlebensrate zu und wird in den Tabellen 5 und 6 wiedergegeben [173, 
174]. 
Child-Pugh-Stadium Child-Pugh-Punkte 1-JÜR 
A 5-6 84% 
B 7-9 62% 
C 10-15 42% 
Tab. 5 Child-Pugh-Stadien mit 1-JÜR 
 
 
Kriterium 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 
Serum-Albumin (g/dl) > 3,5 2,8 - 3,5  < 2,8 
Serum-Bilirubin (mg/dl) < 2,0 2,0 - 3,0 > 3,0 
Aszites keiner Leichtgradig mittel-/hochgradig 
INR  < 1,7 1,7 - 2,2 > 2,2 
Enzephalopathie keine Stadium I-II Stadium III-IV 
Tab. 6 Child-Pugh-Score bei Leberzirrhose 
 
 
Bei der HCC-Stadieneinteilung nach der BCLC-Klassifikation unterscheidet man 
die Stadien A1-A4, sowie die fortgeschrittenen Stadien B-D.  
Die herangezogenen Kriterien, die für die Stadieneinteilung maßgebend sind, 
sind im Einzelnen der PST als Marker des Allgemeinzustandes der HCC 
erkrankten Patienten, die Tumoreigenschaften im Sinne der Tumorgröße, der 
Tumoranzahl und der infiltrierenden Eigenschaften bezüglich Nachbargewebe/-
organe, sowie das Okuda-Stadium, welches die Parameter Serum-Albumin, 
Serum-Bilirubin, Aszitesmenge und die relative Tumorgröße beinhaltet [175]. 




Tab. 7 Stadieneinteilung des HCC gemäß der BCLC-Klassifikation  
Mit freundlicher Genehmigung des „Seminar in liver disease“ [176] 
 
 
In der aktuellen deutschen HCC-Leitlinie, die 2013 erschienen ist, findet das 
Alpha-Fetoprotein, das ein hepatisch synthetisiertes Eiweiß ist, mangels 
Sensitivität keine Bedeutung in der Primärdiagnostik bzw. in den 
Diagnostikkriterien des HCC [165]. Jedoch wird es in dieser Leitlinie genauso 
wie in den amerikanischen und europäischen Leitlinien zum HCC für die 
prognostische Beurteilung desselben und als Verlaufsparameter herangezogen 
[27, 160, 165]. 
34 
 
Für die Lebertransplantation gemäß den Richtlinien der Bundesärztekammer 
und von Eurotransplant sind die erweiterten Milano-Kriterien maßgebend. Diese 
setzen sich aus folgenden Parametern und Bestimmungen zusammen: 
 solitärer HCC-Herd mit einem maximalen Diameter von 5 cm 
 bis zu drei HCC-Herde mit jeweils maximalem Diameter von 3 cm 
 keine extrahepatische Manifestation/Metastasierung 
 kein makrovaskulär invasives Wachstum (Tumorthrombose der VP/VH)  
Dabei müssen für einen Patienten sämtliche dieser Kriterien erfüllt werden, 
damit dieser auf die Warteliste für eine Lebertransplantation gesetzt werden 
kann [53, 162, 177, 178]. 
Die 5-JÜR von 70-80% nach LT beim HCC entspricht bei Erfüllung der Milano-
Kriterien annähernd der 5-JÜR bei LT ohne Vorliegen eines HCC (als 
Transplantationsgrund der LT) [51, 177, 179-182]. 
 
Als weiterer Prognosefaktor beim HCC gilt der MELD-Score, der 2002 etabliert 
wurde und das 3-Monats-Mortalitätsrisiko wiedergibt. Ergo kann anhand des 
errechneten MELD-Score die Dringlichkeit der OLT numerisch angegeben 
werden und sich im Rang der Warteliste widerspiegeln [178, 183-185]. 
 
Der MELD-Score ist die Summe natürlicher Logarithmen und errechnet sich 
nach folgender Formel: 
0,957 x ln(Kreatinin mg/dl) + 0,378 x ln(Bilirubin mg/dl) + 1,12 x ln(INR) + 0,643 
 
Nach Berechnung des MELD-Scores wird der Wert auf die nächste natürliche 
Zahl gerundet und sodann mit 10 multipliziert. Dabei ergeben sich MELD-
Scores mit einem numerischen Wert zwischen 6 und 40, da bei einem MELD-
Score von 40 bereits eine 3-Monats-Mortalität von 100% besteht und demnach 
Werte > 40 automatisch auf 40 gesetzt werden [186].  
 
Von allen Klassifikationssystemen zur Stadieneinteilung des HCC scheint die 
BCLC-Klassifikation die höchste Präzision im Hinblick auf die Mortalitäts-
prognose zu haben [187, 188].  
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1.1.6 Therapie des HCC 
 
Je nach Größe und Stadium des HCC bzw. je nach Zeitpunkt der Erstdiagnose 
des HCC stehen unterschiedliche kurative und palliative, sowie supportive 
Therapiemöglichkeiten zur Verfügung. Einen aktuellen Überblick zeigt Abb. 3. 
Zu den kurativen therapeutischen Ansätzen zählt die orthotope Leber-
transplantation (OLT) als Todspende gemäß den Richtlinien der 
Bundesärztekammer und von Eurotransplant oder die Leberlebendspende von 
engen Angehörigen als Leberteilspende [189]. Die Organzuteilung erfolgt 
derzeit unter Berücksichtigung der sog. Mailand Kriterien unter 
Berücksichtigung des MELD-Scores. Bei nachgewiesenem HCC wird ein 
„standard exception“ (SE) Status verliehen, der die Wartezeit als Kriterium mit 
berücksichtigt [178]. 
Des Weiteren handelt es sich bei der Leberteilresektion ebenfalls um ein 
kuratives Therapieverfahren [190-192]. Diese Therapiemodalität kommt für die 
HCC in Frage, bei denen die OLT kontraindiziert ist und die auf einen 
Leberlappen begrenzt sind, keine portale Hypertension (PH) aufweisen, keine 
extrahepatische Filiae haben sowie keine makrovaskuläre Tumorinvasion 
beinhalten. Sie kann aber auch bei kleinen solitären HCC-Herden, die < 4 cm 
durch-messen, in Betracht kommen, sofern keine Blutgefäße an den Herd 
angrenzend verlaufen [193]. 
Bei der Leberteilresektion muss allerdings beachtet werden, dass die für die 
meisten Tumore kausale zirrhotische Leber weiterhin existent ist und ein de-
novo-Tumorrezidiv deutlich höher wahrscheinlich ist als in nicht-zirrhotischen 
Lebern [194-197]. Merchant et al. propagieren die Leberteilresektion auch in 
leichtgradig zirrhotisch-umgebauten Lebern mit HCC, vor allem wenn die 
Mailand-Kriterien nicht erfüllt werden [198]. Bartlett et al. sehen in solitären 
HCC mit einem max. Durchmesser von 5 cm und einer lediglich leicht 
eingeschränkten Lebersyntheseleistung im Sinne eines CPS A, sowie einer 
portalvenösen Normotonie (VH-Wedge-Druck < 10 mmHg) den Vorteil einer LR 
gegenüber einer OLT [199]. 
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Aufgrund der erwähnten zu erfüllenden HCC-Kriterien für die Listung für eine 
OLT, sind kurative Therapieregimes in den westlichen Ländern nur bei 30-40% 
aller HCC-Patienten möglich, da sich bei der Mehrheit der HCC-Fälle die 
Diagnose erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium stellen lässt [12]. Hao et 
al. zeigen sogar, dass nur 15-25% aller HCC-Patienten für einen kurativen 
chirurgischen Ansatz in Betracht kommen, während der Großteil der HCC-
Patienten an den Folgen des lokal fortgeschrittenen bzw. fernmetastasierten 
HCC stirbt [200]. 
 
Zu den palliativen Therapiekonzepten des HCC gehören im Einzelnen die 
transarterielle Chemoembolisation (TACE), die Radiofrequenzablation (RFA), 
die perkutane Ethanolinstillation (PEI), die selektive interne Radiotherapie 
(SIRT), und als medikamentöse Tumortherapie der Multikinaseinhibitor 
Sorafenib.  
Eine Sonderrolle spielt hierbei die RFA, die sowohl bei kurativen, als auch 
palliativen Therapiesituationen Anwendung findet.  
 
Die RFA kann durch lokal im HCC-Herd angebrachte Thermoelektroden mittels 
Überhitzung bzw. Verkochung überwiegend des Tumorgewebes in Folge 
dessen es zur Nekrotisierung desselben kommt, vergleichbar gute 
Langzeitergebnisse liefern wie die Leberteilresektion. Dabei kann ein 
Nekroseherd von bis zu 3 cm Durchmesser erzeugt werden, sodass HCC-
Herde von bis zu 2 cm Durchmesser inklusive eines tumorfreien 
Sicherheitsabstands von bis zu 1 cm behandelt bzw. nekrotisiert werden [201, 
202]. Andere Studien zeigen Nekroseherde von bis 6-10  cm Größe [203-205]. 
Die RFA zählt damit heutzutage zu den effektivsten perkutanen ablativen 
Therapieverfahren (PAT) [206-211]. In > 97% der in einer Studie behandelten 
Probanden/Patienten mit einem HCC < 2 cm gelang eine komplette lokale 
Remission des HCC. Die 3-JÜR und 5-JÜR betrugen 76% und 55% [212].  
Die RFA ist in kurativer Hinsicht einigen Studien zufolge der LR unterlegen, 
sodass sie nur dann zum Einsatz kommt, wenn Kontraindikationen für eine OLT 
oder LR vorliegen [213-216]. 
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In einigen US-amerikanischen Leberzentren wird entsprechend diesen 
Erkenntnissen die RFA bei HCC-Herden ≤ 3 cm als PAT erster Wahl eingesetzt 
[217-219]. 
Bei der TACE macht man sich die physiologische Besonderheit zunutze, dass 
das nicht-tumoröse Lebergewebe zu ca. 80% über die VP perfundiert wird, 
während das HCC-Gewebe überwiegend (> 90%) über die Leberarterien sein 
Blut bezieht. Somit kann mittels TACE relativ selektiv überwiegend das HCC-
Gewebe durch Hypoperfusion nekrotisiert werden [220].    
In Deutschland wird die PEI nicht mehr empfohlen, da sie in Studien gegenüber 
der RFA bezüglich 5-JÜR und Nebenwirkungen sowie Komplikationen 
signifikant und relevant unterlegen ist [206, 207, 209, 212, 221-223]. 
Die Rolle der SIRT, insbesondere die Abgrenzung gegenüber einer Indikation 
zur TACE, ist derzeit Gegenstand aktueller Diskussionen und Studien, und wird 
aktuell zunehmend in der klinischen Routine eingesetzt, obwohl dies durch 
Studienergebnisse bisher nicht eindeutig belegt ist [224-226]. 
 Die RFA, die TACE und die LR können auch bei Patienten angewandt werden, 
die die Mailand-Kriterien erfüllen und auf der Transplantationsliste für eine OLT 
stehen. Diese Methode bezeichnet man als sog. Bridging [227-236]. 
Eine Übersicht über die je nach Stadium bzw. Schweregrad des HCC 





























Abb. 3 Therapiealgorithmus nach der BCLC-Klassifikation 
Mit freundlicher Erlaubnis des Journal of Gastroenterology [237] 
 
 
1.2 Die HCC-Therapie mit Sorafenib als Multikinaseinhibitor 
 
Sorafenib ist ein seit wenigen Jahren zugelassenes Medikament, das derzeit 
als einziges oral verabreichbares Mittel zur Systemtherapie gegen das HCC 
eingesetzt werden kann. Weitere zugelassene, oral verfügbare Medikamente 
existieren aktuell noch nicht, zahlreiche Substanzen befinden sich noch in der 
klinischen Studienphase [238-241]. Dabei ist zu beachten, dass Sorafenib als 
rein palliatives Therapeutikum eingesetzt wird und dem zu Folge lediglich beim 
fortgeschrittenen HCC Anwendung findet [242]. Idealerweise wird es bei 
Patienten mit HCC und einem CPS A eingesetzt, bei dem entweder 
Fernmetastasen vorliegen oder kein resezierbares bzw. lokal ablativ-
behandelbares Therapieverfahren eingesetzt werden kann [243, 244].  
Im CPS A kann mittels Sorafenib das Überleben von Patienten mit nicht-
kurativen HCC signifikant um mehrere Monate verlängert werden. In der 
SHARP-Studie zeigte sich ein Überlebensvorteil mit Sorafenib von knapp 3 
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Monaten gegenüber der Placebo-Gruppe (10,7 vs. 7,9 Monate). Bei der 
Beurteilung mit herkömmlichen Ansprechkriterien nach RECIST zeigten 
lediglich 2% der Patienten im Sorafenib-Arm  ein partielles Ansprechen. Dies 
meint ein diametrales Tumorschrumpfen von mind. 30%. Die Mehrheit (71%) 
der mit Sorafenib behandelten Patienten wiesen hingegen eine stabile 
Tumorsituation auf (sog. „stable disease“) [245-256]. 
 
Im CPS B konnte bislang kein Überlebensvorteil durch die Therapie mit 
Sorafenib nachgewiesen werden, sodass aktuell in diesem Stadium keine 
Sorafenib-Therapie empfohlen werden kann [257]. Chiu et al. zeigen jedoch 
einen Überlebensvorteil bei HCC-Patienten mit CPS B mit einem Score von 7 
Punkten gegenüber denjenigen Patienten mit einem CPS B von 8-9 Punkten 
[258, 259]. 
Im CPS C ist die Sorafenib-Therapie hingegen explizit kontraindiziert, da die 
Lebersyntheseleistung hierunter deutlich abnehmen und zu einer höheren 
Mortalitätsrate führen kann [257, 260]. 
Eine asiatische Studie („Asia Pacific Trail”) zeigte vergleichbare Ergebnisse wie 
die SHARP-Studie im Hinblick auf den Überlebensvorteil von Sorafenib 
verglichen mit Placebo. Hierbei wurden 271 Probanden akquiriert, bei denen 
der Sorafenib-Arm im Gegensatz zum Placebo-Arm eine durchschnittliche 
Überlebensrate von 6,5 vs. 4,2 Monaten aufwies. Die geringere Überlebenszeit 
im Vergleich zur SHARP-Studie beruht wahrscheinlich auf die HBV-bedingten 
schwereren HCC-Verläufe in Asien [245]. 
Die SOFIA-Studie beschäftigte sich mit der Arzneimittelsicherheit des 
Sorafenibs, sowie mit der Behandlungseffektivität, namentlich als 
Gesamtüberleben, als frühes, radiologisch nachweisbares Ansprechen und als 
Zeitfenster des radiologisch nachweisbaren HCC-Progresses. Da die SHARP-
Studie aufgrund des Überlebensvorteils in der Verum-Gruppe (im Sorafenib-
Arm) vorzeitig abgebrochen wurde, sollten mittels der SOFIA-Studie die Risiken 
und Vorteile der Sorafenibtherapie beleuchtet werden [261]. Sie wies nach, 
dass von 91 % der Probanden, die mindestens eine Nebenwirkung erlitten, 
lediglich 40 % derselben die Studie aufgrund dieser Nebenwirkung vorzeitig 
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abbrechen mussten. Bei 44 % der Probanden erforderte der Tumorprogress 
den Studienabbruch und bei 16 % die fortschreitende Funktionseinschränkung 
der Lebersyntheseleistung [261]. 
Sorafenib wirkt beim HCC, indem es einerseits die Tumorzellproliferation direkt 
inhibiert und andererseits mittels Hemmung der Angioneogenese das 
Tumorwachstum verzögert und zum apoptotischen Zelltod führt [262, 263]. Die 
Angioneogenese wird dabei über zahlreiche Wachstumsfaktoren induziert. Zu 
nennen wären beispielsweise der VEGF oder der PDGF 
Signaltransduktionsweg. Die Rezeptoren beider Wachstumsfaktoren werden 
von Sorafenib gezielt gehemmt, sodass es zur Apoptose der Endothelzellen 
kommt [264, 265]. 
 
 
Abb. 4 Strukturformel von Sorafenib 
 
Sorafenib wird zweimal täglich mit einer Einzeldosis von jeweils 400 mg 
verabreicht. Typische Nebenwirkungen des Sorafenibs sind Folgende (in 
absteigender Häufigkeit ihres Auftretens aufgelistet) [262, 266-268]: 
 Diarrhoe (80%) 
 Gewichtsverlust (75%) 
 Fatigue-Syndrom (67%) 
 Hand-Fuß-Syndrom (49%) 
 abdominelle Schmerzen (37%) 
 Anorexie 
 Alopezie 






1.3 Sorafenib und Autophagie  
 
Interessanterweise wird in der Literatur kontrovers diskutiert, ob Sorafenib über 
eine Stimulation von Autophagie das HCC-Wachstum inhibiert oder ob es 
dieses über eine Autophagie-Inhibition vermittelt. 
Als Multikinaseinhibitor hemmt Sorafenib unter anderem folgende Klasse III 
Tyrosinkinaserezeptoren: VEGFR, PDGFR, c-Kit etc. Eine These besagt, dass 
hierüber Autophagie induziert wird, was Dosis abhängig zu einer Zell 
schützenden oder gar toxischen Autophagie führen könnte [269].  
Ursprünglich wurde Sorafenib als Inhibitor von RAF-1 entwickelt; einer 
Komponente des ERK-1/2-Signalweges. Erst später wurde realisiert, dass es 
auch inhibitorische Eigenschaften bezüglich Tyrosinkinaserezeptoren der 
Klasse III innehat. Die antitumoralen Effekte von Sorafenib werden u.a. durch 
die antiangiogenetischen Faktoren bedingt [270-273]. 
Shimizu et al. zeigen, dass Sorafenib in HCC-Zellverbänden in vitro zu einer 
erhöhten Autophagieaktivität führt. Dies kommt der Studie zufolge durch die 
Sorafenib bedingte Hemmung von mTORC1 zustande [274].  
Laut Shi et al. bedingt die therapeutische Wirkung von Sorafenib in HCC bzw. in 
Hepatomzelllinien die Induktion von Autophagie, die unabhängig vom 
MEK/ERK-Signalweg abläuft. Stattdessen wird die Autophagie durch erhöhten 
ER-Stress mittels Kalziumausstrom aus demselben bewerkstelligt [275]. 
Auch in anderen Zelllinien kann Sorafenib Autophagie induzieren; so auch in 
Makrophagen [276]. 
Tai et al. zufolge hindert Sorafenib durch die Überexpression von Autophagie 
bis hin zum autophagischen Zelltod (auch als programmierter Zelltod Typ II 
[PCD II] bekannt) das HCC-Gewebe am Proliferieren [277]. Auch Yi sieht einen 
Zusammenhang zwischen der Wirkung von Sorafenib und der 
Autophagieinduktion im HCC [278]. 
Ein weiteres Protein, das Sorafenib vermittelt Autophagie modulieren kann, ist 
CD95 [273]. Park et al. konnten zeigen, dass mittels Ceramid bedingter CD95-
Aktivierung bei der Behandlung von Hepatomzellen mit Sorafenib, sowohl 
autophagische als auch apoptotische Prozesse induziert werden können [279]. 
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1.4 Die Rolle der Autophagie im menschlichen Körper  
 
Autophagie ist ein eminenter Prozess im menschlichen Körper, welcher der 
Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase dient [280]. Dieser Vorgang ist 
evolutionär konserviert und findet in vielen unterschiedlichen Lebensphasen 
statt. So beispielsweise in der Embryonalentwicklung, in der Morphogenese, bei 
Wachstumsprozessen (Proliferation), bei der Immunabwehr (Antigen-
präsentation, Phagozytose von Bakterien), beim Abbau toxischer Substrate 
oder bei Alterungsprozessen (Seneszenz). Es werden drei unterschiedlich 
regulierte Zellfunktionen der Autophagie zugeordnet; dies sind im Einzelnen die 
Makroautophagie, die Mikroautophagie und die Chaperon-induzierte 
Autophagie [281-287]. Diese Dissertation befasst sich lediglich mit der 
Makroautophagie, die im folgenden Text nur noch als Autophagie bezeichnet 
wird.  
Die Autophagie wird im erwachsenen Körper vor allem während langen 
Hungerphasen bzw. Nährstoffmangelzuständen und Stresssituationen wie 
Hypoxie oder DNA-Schäden im Sinne von DNA-Doppelstrangbrüchen induziert. 
Dabei meint dieser metabolische/katabolische Prozess den Selbstverdau 
zelleigener Organellen, der, mangels neuer exogener Substratbereitstellung, 
zum Recycling endogen vorhandener Nährstoffe verwendet oder den Abbau 
von fehlaggregierten Proteinen oder anderen Nährstoffen bewerkstelligen soll 
[288, 289]. Hierbei entwickelt sich im Zytosol eine Doppelmembran, die vor 
Vollentwicklung eines sphärischen Autophagosoms noch als Phagophore 
bezeichnet wird [290]. Die Inklusion mehrerer Zellorganellen und von Anteilen 
des Zytosols sowie die Fusion des Autophagosoms mit sauren Lysosomen, die 
sich als saure Vesikel mit einem pH-Wert von 5 vom Golgi-Apparat abschnüren, 
ergeben das Autolysosom, das in der Lage ist, die Zellorganellen mittels sauren 
Hydrolasen enzymatisch zu degradieren und die unterschiedlichen Substrate zu 
Aminosäuren, Fettsäuren, Oligosacchariden und Nucleotiden zu katalysieren 
bzw. aus einigen Produkten mittels des Zitronensäurezyklus erneut ATP zu 
generieren. Des Weiteren können mittels Autophagie auch Toxine, toxische 
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), pathologisch veränderte Proteinaggregate, 
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sowie beschädigte Zellorganellen recycelt bzw. entgiftet werden. Es wird 
allgemein davon ausgegangen, dass sich Zellen durch diesen Prozess vor 
nekrotischem oder apoptotischem Zelltod schützen können [281, 291-296]. 
Andererseits kann bei einem überschießenden Ausmaß an Autophagie die 
metabolische Homöostase in Dysbalance geraten und gar zum Tod der Zelle 
führen, vor dem sie zunächst eigentlich geschützt werden sollte. Dies wird als 
autophagischer Zelltod oder programmierter Zelltod Typ II bezeichnet [297-
301]. 
Die Fehlregulierung der Autophagie kann an Krankheitsprozessen beteiligt sein. 
Dazu zählen Malignome, neurodegenerative Erkrankungen (Morbus Parkinson, 




Abb. 5 Phasen des Autophagie-Signalweges 
Mit freundlicher Erlaubnis des New England Journal of Medicine [307] 
 
 
Die Autophagie wird in der gesamten Fauna von den Hefen bis hin zu den 
Säugern, den Menschen inklusive, ähnlich initiiert und reguliert (s. Abb. 5). 
Hierbei spielen die sog. „autophagy related genes“ (ATG) eine entscheidende 
Rolle. Insgesamt gibt es über 30 unterschiedliche ATG und deren Regulation ist 
hochkomplex und noch nicht in Gänze verstanden [308-311]. Weitere 
Regulationsmoleküle der Autophagie sind z. B. das „mammalian target of 
rapamycin“ (mTOR), Beclin1, NF-κB, LC3, Insulin, ATP, Aminosäuren oder 
EGF [312-318]. 
Die Initiierung der Autophagie erfolgt u.a. durch Hemmung des mTOR oder 
PI3K Signalweges [319]. Wie in Abbildung 7 dargestellt, kann PI3K durch 
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Wortmannin, 3-MA oder LY294002 inhibiert werden, während mTOR durch 
Insulin, Nährstoffmangel oder Substanzen wie Rapamycin gehemmt werden 
kann [320, 321]. mTOR gilt als Hauptsensor des Nährstoffangebots in der Zelle 
und fungiert als Serin/Threonin-Kinase und wird als einer der zentralen Punkte 
der Autophagieregulierung angesehen [322]. Die Autophagie-Induktion durch 
Hemmung von mTOR bewirkt die Aktivierung von ATG1 bzw. die 
Säugetieranaloga ULK1 und ULK2 mittels Dephosphorylierung von ATG13. 
Durch Bindung an ATG17 bzw. dem Säugetieranalogon FIP200 entsteht ein 
Komplex, der die Bildung einer Phagophore und sukzessive eines 
Autophagosoms bewerkstelligt. Des Weiteren wird ATG101 benötigt, um die 
Stabilität von ATG13 aufrecht zu erhalten, so dass kein Abbau durch das 
Proteasom eintritt [314, 323-328].  
Für die Weiterentwicklung der Phagophore bedarf es zusätzlich der PI3K-
abhängigen Aktivierung von u.a. Beclin1, dem ATG6-Analogon der Hefen sowie 
ATG14, p150 und Bcl-2. Bcl-2 ist ein antiapoptotisches Protein, das an Beclin1 
andockt und so die Autophagie-Induktion inhibiert [329-331]. Dieser PI3K-
Komplex benötigt zwei weitere Systemkomplexe, um die Entwicklung der 
Phagophore zum Autophagosom zu fördern [332].  
Zwei Ubiquitin-abhängige Konjugationssysteme (KS) sind für die Elongation der 
Phagophore zum Autophagosom unentbehrlich. Zum einen ist es das ATG12- 
und zum anderen das LC3-Konjugationssystem [333]. Beim ersten KS erfolgt 
die ATG12-Aktivierung enzymatisch durch ATG7. Dabei verbindet sich ATG12 
mit ATG7 und wird als Komplex an ATG10 gebunden. Dieser neue trivalente 
Komplex bindet an ATG5 unter Loslösung von ATG7 und ATG10, so dass ein 
ATG12-ATG5-Komplex entsteht. Die Verbindung dieses Komplexes mit einem 
ATG16-Dimer erzeugt ein ATG12-ATG5-ATG16-Tetramer, welches an die 
Phagophore bindet [334-336] (s. Abb. 6 und Abb. 8). 
Das zweite KS besteht aus ATG8, welches bei Säugern dem LC3 entspricht. 
Dieses wird mittels ATG4 zu LC3-I metabolisiert und anschließend durch ATG7 
aktiviert und an ATG3 gebunden [337, 338]. Sodann wird der ATG12-ATG5-
ATG16-Komplex benötigt, um das nun entstandene LC3-I durch Anhängen von 
Phosphatydilethanolamin zu LC3-II zu metabolisieren [339, 340]. LC3-II 
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befindet sich nach diesem Prozess sowohl an der Innen- als auch an der 
Außenseite der Doppelmembran des Autophagosoms und ist dementsprechend 
membranständig, während LC3-I im Zytoplasma gelöst ist [341, 342].  
ATG9 ist ein weiteres Autophagie-relevantes Protein, welches benötigt wird, um 
das Autophagosom zu bilden und zirkuliert unter Nährstoffmangelzuständen 
und unter Zuhilfenahme von ULK1 und ATG13 zwischen dem trans-Golgi-
Apparat und dem Autophagosom, bei dem es nahe dem LC3-II in die Membran 




Abb. 6 Autohagosom-Lebenszyklus durch ATG-Konjugationssysteme 
Mit freundlicher Erlaubnis des Nature Review Immunology Verlages [333] 
 
 
Die autophagosomale Doppelmembran beinhaltet das Protein LC3-II, welches 
durch Konjugation von Phosphatidylethanolamin aus LC3-I (einem zytosolisch 
vorkommenden ubiquitären Protein) entsteht und zu diagnostischen Zwecken 
u.a. in Westernblots genutzt werden kann, da es als Autophagiemarkerprotein 
fungiert und seine quantitative Menge in Korrelation zur Anzahl der 
Autophagosomen gebracht werden kann [346, 347]. 
Das LC3, die Grundsubstanz von LC3-I und LC3-II, ist ein Mikrotubulus 




Am Ende der Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom zum Autolysosom 
wird LC3-II mittels ATG4 erneut zu LC3-I metabolisiert, das sich wiederum von 




Abb. 7 Signalweg der Autophagie  
Mit freundlicher Erlaubnis des Nature Review Microbiolgy Verlages [348] 
 
 
Mit p62 kommt ein weiteres Autophagie modulierendes Protein zum Tragen, 
das vor allem in chronischen Lebererkrankungen wie der ASH, der NASH oder 
dem HCC akkumuliert, was als Zeichen einer fehlgesteuerten bzw. 
minderleistenden Autophagie gedeutet werden kann [349]. Die Funktion des 
p62-Proteins besteht darin, als Rezeptor für fehlgefaltete oder angehäufte 
Zellproteine zu fungieren und diese zum Autophagosom zu transportieren, um 
sie so der lytischen Metabolisierung zur Verfügung zu stellen. p62 ist somit ein 
Autophagieadaptorprotein und dockt an zuvor ubiquitinierte Proteine und 
Zellorganellen an, die für den autophagischen Verdauungsprozess bestimmt 
sind. Nach Andocken von p62 an das Autophagosom bindet es an LC3-II und 
wird anschließend selbst im Autolysosom verdaut [349-353]. 
 
Die Autophagie lässt sich physiologisch und pharmakologisch durch diverse 
Induktoren wie beispielsweise Nährstoffmangel, Rapamycin und Tamoxifen 
sowie durch Inhibitoren wie z.B. Wortmannin, 3-MA, Baflomycin A1 und 
Vinblastin modulieren [348], wie der Abb. 7 zu entnehmen ist. 
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1.5 Die Rolle der Autophagie in Tumoren 
 
Auch in Tumoren spielt die Autophagie eine wesentliche Rolle. Je nach 
Tumorentität wird die Autophagie gehemmt, um das Tumorwachstum nicht zu 
behindern oder sie wird induziert bzw. verstärkt hochreguliert, um Tumorzellen 
inmitten hypovaskularisierter und dementsprechend auch hypoperfundierter 
Tumormasse unter enormen Stressbedingungen und Hungerperioden am 
Leben zu halten [298, 354, 355]. 
Beclin1, ein Autophagie regulierendes Gen, das in Hefen als ATG6 bezeichnet 
wird, fungiert als Tumorsuppressor. In 40-75% der Fälle von Mammakarzinom, 
Ovarialkarzinom und Prostatakarzinom ist Beclin1 nur auf einem Allel 
vorhanden. Hierdurch reduziert sich seine antiproliferative Aktivität und es 
resultiert eine indirekte Unterstützung der Tumorigenese [356-361]. Eine 
vollständige Hemmung der Translation und Transkription von Beclin1 wurde in 
zahlreichen weiteren Tumorentitäten wie dem HCC, Kolonkarzinomen, 
Hirntumoren oder Zervixkarzinomen mit zum Teil deutlich schlechter Prognose 
beschrieben [362-366]. 
Bcl-2 und Bcl-XL können durch Bindung an Beclin1 dessen Aktivität inhibieren 
und somit die tumorsuppressive Wirkung der Autophagie außer Kraft setzen 
[367, 368]. 
In der Karzinogenese spielt auch p53 eine wesentliche Rolle, welches eines der 
bekanntesten Tumorsuppressorgene ist. Neben der Regulierung des 
Zellwachstums kann p53 nach Stimuli wie beispielsweise ein DNA-
Doppelstrangbruch durch Hemmung von mTOR in die Autophagie stimulierend 
eingreifen [369]. Es werden zwei Signalwege beschrieben, die durch p53 
vermittelt zur Autophagie führen: die Hochregulation von DRAM (damage-
regulated autophagy modulator), einem lysosomalen Protein, das mTOR 
inhibieren kann [370] und die Aktivierung von AMPK (AMP-activated kinase), 
die wiederum durch Phosphorylierung den TSC1/2-Komplex aktiviert. 
Infolgedessen wird mTOR gehemmt, was zur oben erwähnten Autophagie-





Abb. 8 Signalweg der ATG bei der Regulierung der Autophagie 
Mit freundlicher Erlaubnis des Journal of Gastroenterology [374] 
 
 
Das Protein p62 scheint auch eine Rolle in der Karzinogenese einiger Tumore 
zu haben. So zeigen Mathew et al., dass bei nicht zur Autophagie befähigten 
Zelllinien eine Ansammlung von p62 und aggregierten Proteinen vorlag, die 
wiederum eine erhöhte Menge an ROS und DNA-Schäden zur Folge hatte. 
49 
 
Durch diese DNA-Schäden  bedingt kommt es bei gentechnischer Ausschaltung 
des p62-Gens in Tumorzellen zu einem vermehrten Zellwachstum [375]. Da in 
vielen Tumoren, u.a. in HCC, die p62-Aktivität erheblich hochreguliert ist, mag 
es eine Verbindung zur Karzinogenese geben. Über die Deregulierung von   
NF-κB führt p62 z. B. indirekt zur Induktion der Inflammations-assoziierten 
Tumorigenese [375-379]. Inami et al. und Komatsu fanden eine Assoziation 
zwischen p62 und der Tumorigenese in hepatischem Gewebe über das Protein 
Nrf2 [379, 380]. In NSCLC können die Proteine p62 und Nrf2 als prognostische 
Marker für das tumorspezifische Überleben angesehen werden und korrelieren 
antiproportional mit selbigem, sodass sie für einen schlechten klinischen Verlauf 
stehen [381]. 
 
p38, das zusammen mit Abl ein weiteres Tumorigenese modulierendes Protein 
ist, entfaltet nach einigen Arbeiten eine tumorale Wirkung durch Hemmung der 
Autophagie. Die pharmakologische Blockade von p38 führt zu einem 
Zellzyklusarrest und zu einer überschießenden Autophagieaktivität bis hin zum 
PCD II, was dem Tumorwachstum abträglich ist [382-384]. Das Verhalten des 
p38 in Malignomen ist ambivalent und je nach Tumorentität kann es 
proliferierende, metastasierende oder inhibierende Wirkung auf den Tumor 
haben [385]. In Bezug auf die Rolle des p38 im HCC sind die Literaturangaben 
zwiespältig. Während Wang et al. behaupten, dass p38 in HCC eine 
Tumorprogress fördernde Wirkung entfalten könne und ein HCC mit einer 
hohen p38-Aktivität mit einem schlechten klinischen Verlauf des Patienten 
assoziiert ist [386], sprechen andere Autoren von einer Tumor supprimierenden 
Wirkung des p38 in HCC durch Apoptoseinduktion [387]. So soll ihnen zufolge 
die p38-Konzentration in größeren HCC (> 20 mm) niedriger sein als in 
kleineren HCC (< 20 mm) [385, 388]. Hsieh et al. korrelieren die p38-Aktivität 
mit einer erhöhten HCC-Tumorinvasion [389]. Pereira et al. fanden heraus, 
dass die Inhibition von p38 mittels Erhöhung der ROS zu einer verstärkten 




In Pankreaskarzinomen konnte gezeigt werden, dass der Knock-out des TG2-
Gens zu einem erhöhten autophagischen Zelltod führt (PCD-II). Unter 
physiologischen Bedingungen reguliert TG2 zusammen mit PKCδ die 
Autophagie modulierenden Proteine Bcl-2 und NF-κB, sowie die PI3K. 
Infolgedessen kommt es zur Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs, der 
wiederum in der Lage ist die Autophagie zu inhibieren. Die Inaktivierung des 
TG2-Gens führt somit zum PCD-II durch Überexpression von Autophagie [391]. 
 
Shang et al. zeigten, dass die mittels miRNA inhibierte Expression von ATG7 zu 
einer Reduzierung der Autophagieaktivität in HCC-Gewebe führt und die 
Malignomzellen unter hypoxischen Bedingungen nicht ungehemmt proliferieren 
können, da die Expression von ATG7 in HCC-Geweben deutlich gesteigert ist. 
Sie schlussfolgern, dass Tumorzellen unter hypoxischen pathophysiologischen 
Verhältnissen ATG7-vermittelt mittels Mitophagie ungestört proliferieren können 
[392]. 
Da zahlreiche Malignome im zentralen hypoxischen Bereich des 
Tumorgewebes die Autophagie-Maschinerie hochregulieren, ist die 
Autophagieinhibition potentiell eine antikarzinogene Therapieoption. So konnte 
in Kolon- und Ösophaguskarzinomen nachgewiesen werden, dass die 
Autophagieinhibition durch 3-MA über die Aktivierung der PI3K zu einer 
Sensitivierung der Chemotherapie mit Cisplatin und 5-FU geführt hat [393, 394].  
Einige Malignomentitäten regulieren die Translation anti-autophagischer Gene 
wie beispielsweise PI3K, Akt, Ras, Bcl-2 hoch und dem gegenüber pro-
autophagische Gene wie z.B. PTEN, p53, Beclin 1, TSC1/2 oder LKB1 
herunter. Dies verdeutlicht eine vielfältige und komplexe Regulation von 
Autophagie in humanen Malignomen [296, 298, 395].  
 
Die schützende Wirkung der Autophagie auf das Tumorwachstum wird u.a. 
durch Vermeidung von Nekrosen erklärt, die an und für sich über die 
Entzündungsaktivierung in der Lage sind, sowohl die Angiogenese als auch das 
Tumorwachstum zu fördern, indem sie die Genominstabilität begünstigt und 
somit zu einer erhöhten Rate an Mutationen führt, die wiederum gute 
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Bedingungen schaffen, um kanzerogene Genomsequenzen zu akquirieren 
[396, 397]. 
 
Dalby et al. und Verma et al. konnten zeigen, dass die Induktion des PCD II, 
und somit des autophagischen Zelltodes, mittels Knockdown der Gene der 
PKCδ und der TG2 durch siRNA in Pankreaskarzinomen, die als typisches 
Merkmal die Apoptoseresistenz aufweisen, zum Tumorregress führen bzw. die 
weitere Tumorproliferation hemmen. Dieser Effekt konnte in Kombinationen mit 
Gemcitabin positiv verstärkt werden [398, 399]. 
 
Zuletzt bleibt festzustellen, dass einer der am besten beschriebenen 
genetischen Defekte im Signalweg des mTOR in humanen Malignomen 
Mutationen des PTEN-Gens sind. PTEN ist im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg 
verflochten und dient als  pro-autophagisches Protein. Dementsprechend 
führen Mutationen desselben über Aktivierung der Akt zu einer Inhibition der 
Autophagie [319]. In Malignomen wie z. B. dem Glioblastom, HCC, 
Endometrium-Ca, Melanom, Bronchial-Ca und Nierenzell-Ca sind PTEN-


















Mehrere Arbeiten konnten einen Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit 
von Sorafenib und Autophagiephänomenen zeigen. Die zentrale Fragestellung 
der Arbeit war daher, ob durch eine Modulation von Autophagie die Wirksamkeit 
von Sorafenib auf Tumorzellen verbessert werden kann. 
 
In ersten Experimenten erfolgte die Auslösung bzw. Verstärkung von 
Autophagiephänomenen in Tumorzellen durch Serumentzug. In einem zweiten 
Schritt sollte der Einfluss von Autophagie induzierenden und von Autophagie 
hemmenden Substanzen auf die Tumorzellproliferation bzw. auf den 
Tumorzelltod unter Sorafenib untersucht werden. Als Modell dienten Zelllinien 
aus hepatozellulären Karzinomen bzw. aus Hepatoblastom-Zelllinie. Als 
Ausblick sollte auf Basis dieser Experimente diskutiert werden, ob durch eine  
Autophagie-modulierende Komedikation die Wirksamkeit von Sorafenib bei 























Standardchemikalien wurden von den Firmen Roth, Invitrogen, Sigma-Aldrich, 
Merk, PAA und Biochrom bezogen. Hiervon abweichende Bezugsquellen 
werden explizit im Text erwähnt. Als Standardmedium wurde DMEM 
(Dulbecco’s  Modified Eagle Medium) mit Zusatz von 10% FCS (fetal calf 
serum). Des Weiteren wurde HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) als ein 
Aminosäure freies Salzmedium verwendet. PBS (phosphate buffered saline) 
wurde im Labor frisch und gebrauchsfertig hergestellt und setzt sich für 10 Liter 
Lösung wie folgt zusammen:  
 80 g NaCl (Natriumchlorid) 
 11,5 g Na2HPO4 (Natriumhydrogenphosphat) 
 2 g KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) 





Folgende Reagenzien wurden verwendet: 
Sorafenib Tosylate (LC Laboratories, USA) 
3-Methyladenin (Sigma-Aldrich, USA) 
Wortmannin (Sigma-Aldrich, USA) 
Chloroquine diphosphate salt (Sigma-Aldrich, USA) 
Rapamycin (Sigma-Aldrich, USA) 
Lithiumchlorid (Sigma-Aldrich, USA) 
Taxol (Sigma-Aldrich, USA) 
Thapsigargin (LC Laboratories, USA) 
Tamoxifen (Sigma-Aldrich, USA) 
LY294002 (Merck, Deutschland) 





Folgende Zelllinien wurden verwendet: 
 HepG2 (Quelle: ATCC Catalog No. HB-8065™): Diese Hepatomzelllinie 
leitet sich vom Hepatoblastom eines männlichen, 15-jährigen Patienten 
ab. 
 Hep3B (Quelle: ATCC Catalog No. HB-8084™): Die Zelllinie Hep3B 
wurde 1976 aus einer Lebertumor-Biopsie eines 8-jährigen Jungen  mit 
hepatozellulärem Karzinom etabliert.  
 PLC/PRF/5 (Quelle: ATCC Catalog No. CRL-8024™): Diese 
Hepatomzelllinie entstammt einem erwachsenen Mann mit HCC. 
 HuH7 (Quelle: JCRB No. 0403): HuH7 ist eine Zelllinie eines gut 
differenzierten HCC, die ursprünglich aus einem Lebertumor eines 57-







Sämtliche Arbeitsschritte und Tätigkeiten, die unter sterilen Bedingungen 
durchzuführen sind, wurden an der Herasafe-Sicherheitsbank der Firma 
Heraeus verrichtet. Bei Arbeitsschritten an den Zellkulturen wurden jegliche 
Medien und Puffer im Voraus in einem Wasserbad mit Zusatz eines 
antibakteriellen und antimykotischen Mittels der Firma Roth auf 37 °C 
Arbeitstemperatur erwärmt. Die Medien und Puffer wurden gemäß 
Herstellerangaben entweder bei Raumtemperatur (23 °C) oder im Kühlschrank 
bei 4 °C gelagert. Die Zellkulturen wurden zum Kultivieren zwischen den 
Arbeitsschritten in Wasser ummantelten Heracell-Inkubatoren der Firma 
Heraeus bei 37 °C unter atmosphärischen Druckverhältnissen und Insufflation 
von 5% CO2-Atmosphäre inkubiert. 
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2.2.1.2 Auftauen von Zellen 
 
Man wärmt zunächst das FCS-haltige Medium bei 37 °C im Wasserbad auf und 
füllt 5 ml davon in ein 15 ml Falcon-Röhrchen. Die in Cryotubes bei -80 °C 
tiefgekühlt gelagerten Zelllinien werden ins 37 °C warme Wasserbad überführt 
und zügig aufgewärmt. Anschließend setzt man die aufgetauten Zellen dem 
frischen FCS-haltigen Medium zu und zentrifugiert die Zellsuspension für 5 
Minuten bei 1200 x g. Der Überstand wird vorsichtig abpipettiert und verworfen. 
Das Zellsediment wird in einem neuen 15 ml Falcon-Röhrchen mit 10 ml 
frischem FCS-haltigen Medium resuspendiert und in eine neue Zellkulturflasche 
überführt und bei 37 °C kultiviert.   
 
 
2.2.1.3 Kryokonservierung von Zellen 
 
Das FCS-haltige Medium wird aus der Zellkulturflasche abpipettiert und 
verworfen. Mit PBS wird der Zellrasen vorsichtig vom restlichen Medium befreit.  
Nach dem Waschvorgang mit PBS wird der Zellrasen mit 2 ml Trypsin/EDTA 
benetzt und bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis sich der Zellrasen vom 
Zellkulturflaschenboden ablöst. Durch vorsichtiges Beklopfen der 
Zellkulturflasche lösen sich nach etwa 3-4 Minuten die Zellen vom Boden ab. 
Nun fügt man 4 ml FCS-haltiges DMEM-Medium zu und pipettiert die 
Zellsuspension in ein 15 ml Falcon-Röhrchen. Dieses wird für 10 Minuten bei 
2000 x g zentrifugiert und anschließend wird der Überstand vorsichtig 
dekantiert. Es werden 8 ml Einfriermedium bestehend aus DMEM + 20% FCS + 
10% DMSO zu den Zellen gegeben und zu je 1 ml in Cryotubes aliquotiert. Die 
Cryotubes werden dann in das mit Isopropanol gefüllte Einfriergerät „Mr. Frosty“ 
gestellt und auf -80 °C tiefgekühlt. Anschließend werden die Cryotubes für 








Abhängig von der Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelllinie wurden 
die in Zellkulturflaschen gehaltenen Zellen 1-2 mal pro Woche passagiert. 
Dabei erfolgte die Zellpassage stets bei einer Zellrasenkonfluenz von ca. 80%.  
Nach Abpipettieren des alten FCS-haltigen DMEM-Mediums wäscht man die 
Zellen zweimalig mit 5 ml PBS und benetzt den Zellrasen mit Trypsin/EDTA, um 
die Zellen vom Zellkulturflaschenboden abzulösen und zu vereinzeln. An die 3-4 
minütige Inkubation im Brutschrank folgt das leichte Beklopfen der Flasche. 
Dies ermöglicht das vollständige Ablösen der Zellen vom Flaschenboden. Es 
werden 10 ml FCS-haltiges DMEM-Medium hinzugefügt und in ein 15 ml 
Falcon-Röhrchen gefüllt. Bei 2000 x g zentrifugiert man die Zellen für 5 Minuten 
und dekantiert dann vorsichtig den Überstand. Mit 10 ml frischem FCS-haltigem 
DMEM-Medium resuspendiert man das Zellpellet und füllt es wieder in eine 
Zellkulturflasche. Diese stellt man zum Inkubieren in den 37 °C warmen 
Brutschrank unter Insufflation von 5% CO2-Atmosphäre. 
 
 
2.2.1.5 Zellzahlbestimmung nach Neubauer 
 
Die Zellen werden wie unter „2.2.1.4 Zellpassage“ beschrieben vom Boden 
gelöst und vereinzelt. Dann werden 15 µl Zellsuspension und 15 µl 0,4% 
Trypanblau (Sigma) in einem Eppendorfcup pipettiert und mittels Vortex kurz 
vermischt. Die Neubauer-Zählkammer muss mit einem Deckgläschen versehen 
werden, sodass die Newtonschen Ringe sichtbar werden. Als nächstes werden 
10 µl des Farbstoff-Zellgemischs am Deckgläschenrand mittels Pipettenspitze 
angesetzt. Durch Kapillarkräfte wird die Suspension zwischen Zählkammer und 
Deckgläschen angesaugt und auf eine Kammer mit 4 Quadranten (Großfelder) 
gleichmäßig verteilt. Lebende Zellen nehmen dabei den blauen Farbstoff nicht 
auf und bleiben auf blauem Hintergrund hell, während tote bzw. lysierte Zellen 




Nun werden die intakten Zellen in 2 Großfeldern, bestehend aus 16 gleich-
großen Kleinquadraten, zusammen gezählt und durch zwei geteilt. Ein Großfeld 
entspricht dabei 10-4 cm3. 
Die Zellzahl-Konzentration der Zellsuspension ergibt sich wie folgt: 
Zellzahl/ml = durchschnittliche Zellzahl pro Großfeld x Verdünnungsfaktor x 104. 
 
 
2.2.2 Laktat-Dehydrogenase-Assay (LDH-Assay) 
 
Der Laktat-Dehydrogenase-Assay beruht auf der photometrischen Bestimmung 
der LDH-Aktivität. LDH ist ein in jeder Zelle vorkommendes Enzym, welches bei 
Zerstörung der Zytoplasmamembran der Zellen als Zeichen des Zelltodes 
freigesetzt wird. Der LDH-Assay der Firma Analyticon enthält 2 Reagenzien, die 
miteinander gemischt werden müssen.  
Reagenz 1 enthält Tris-Puffer, pH 7,5 [80 mmol/l], NaCl [200 mmol/l] und 
Pyruvat [1,6 mmol/l]. Reagenz 2 ist eine Trockensubstanz und enthält NADH 
[0,2 mmol/l], das in Reagenz 1 aufgelöst werden muss und bis auf Raum-
temperatur erwärmt wird. Die Reaktion läuft nach folgender Gleichung ab: 
 
Pyruvat NADH H+  LDH Laktat NAD+  
 
Der Umsatz an NADH zu NAD+ korreliert mit der Konzentration an freigesetzten 
LDH im Zellmedium und kann photometrisch bestimmt werden. 
Pro Kavität der 96-Kavitäten-Platte werden 10 µl Überstand aus den 
behandelten und inkubierten Zellplatten pipettiert und mit 200 µl des Reagenz-
gemisches vermischt und sogleich in den Photometer (GeniosPlus, Tecan) zur 
kinetischen Bestimmung eingeführt. Die photometrische Messung der 








Der Sulforhodamin-B-Assay (kurz SRB-Assay) ist eine empfindliche Methode 
zur Bestimmung der Gesamtproteinmasse einer Zelle respektive einer 
Zellaussaat, welcher über einen weiten Bereich linear zur Zellzahl ist. Die 
Messung der Gesamtproteinmasse erfolgt photometrisch nach Anfärben der 
Zellen [406]. 
 
Hierfür benötigte Materialien: 
 PBS 
 10%ige Trichloressigsäure (kurz TCA) 
 0,4%ige Sulforhodamin-B-Lösung (Firma Sigma) 
 1%ige Essigsäure 
 10 mM Tris-Lösung (pH 10,5) 
 
Fixieren der Zellen: 
Zunächst wird der Überstand der behandelten Zellen dekantiert, mit 500 µl 
kaltem PBS gewaschen und das PBS ebenfalls dekantiert. Die Zellen werden 
nun mit 200 µl kaltem TCA bei 4 °C für 30 Minuten inkubiert. Nach dem 
Fixiervorgang werden die Kavitätenplatten unter fließendem Leitungswasser 
vorsichtig viermalig gewaschen und für 12 Stunden oder über Nacht bei 40 °C 
getrocknet. Nach diesem Trocknungsvorgang ist eine zeitlich unbeschränkte 
Lagerung möglich.  
 
Anfärben der Zellen: 
Zum Anfärben werden zu jeder Proben-Kavität 250 µl der in 1%iger Essigsäure 
aufgelösten SRB-Lösung gegeben und 10 Minuten lang bei Raumtemperatur 
zum Färben inkubiert. Die farbigen Überstände werden dekantiert, die Kavitäten 
wäscht man so oft mit 1%iger Essigsäure, bis diese fast farblos erscheint (etwa 
3-4 Waschvorgänge). Die rotviolett gefärbten Zellen sind nun sichtbar und 
können für weitere 3-6 Stunden oder über Nacht bei 40 °C getrocknet werden. 
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Ab Beginn der Trocknung muss die Extinktion des SRB-Assays  spätestens 48 
Stunden später gemessen werden.  
 
Messung der Extinktion: 
Die getrockneten Kavitätenplatten werden zunächst auf Eis gestellt und pro 
Kavität mit 500 µl der kalten 10 mM Tris-Lösung gelöst. Nach 10 minütiger 
Inkubation auf Eis entnimmt man jeder Kavität 80 µl der Lösung und pipettiert 
sie in Form von Dreifachbestimmung in eine 96-Kavitätenplatte. Diese Platte 
wird mittels Photometer (GeniosPlus) bei 550 nm (Referenzwellenlänge 630 
nm) gemessen. Bei der Auswertung wurde der Mittelwert der Dreifach-
bestimmung gebildet.  
 
 
2.2.4 Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Die Proteinbestimmung nach Bradford stellt eine sensitive Methode dar, mit der 
im Extinktionsbereich bei 595 nm die Extinktionswerte einer Eichreihe mit einer 
Regressionsgeraden gut beschrieben werden können.[407]  
Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) bildet in 
saurer Lösung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen 
Komplexe. Da der Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes sehr 
viel höher als der des freien Farbstoffes ist, kann die Zunahme der Absorption 
bei 595 nm durch die Bildung des Komplexes mit hoher Empfindlichkeit gegen 
das freie Farbreagens photometrisch gemessen werden und ist ein Maß für die 
Proteinkonzentration der Lösung. Dabei ist das Maß der Farbreaktion vom 
jeweiligen Protein abhängig; deshalb wird zur Konzentrationsbestimmung eines 
bestimmten Proteins eine Kalibrierung notwendig. Diese Kalibrierung erfolgt mit 
dem Standardprotein BSA.  
Vor der Extinktionsbestimmung werden die Zellen durch 20 sekündige 
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. Hierbei stoßen die Zellen in der 
Zellsuspension ständig aneinander und es entstehen sogenannte 
Kavitationskräfte. Da bei diesem Ultraschall-Aufschluss-Verfahren eine große 
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Hitze entsteht, wird dieser Arbeitsschritt unter ständiger Kühlung der Proben in 
4 °C kalten Wasser bewerkstelligt. Unmittelbar vor und nach dem Aufschließen 
werden die Zellen stets auf Eis gelagert. 
 
Zum Herstellen der BSA-Standardkonzentrationsreihe benötigt man folgende 
Materialien: 
 Bradford-DyeReagent (bestehend aus 1 Anteil Bradford-Reagenz 
[BioRad] und 4 Anteilen Wasser bidest.) 
 BSA-Standard (Standardkonzentration 10 mg/ml) 
 
Man stellt eine BSA-Standardreihe mit den Endkonzentrationen 0,05, 0,1, 0,25 
und 0,5 mg/ml her, indem jeweils mit DMEM-Medium verdünnt wird. Aus allen 
Proben werden 10 µl entnommen und in eine Mikrotiterplatte übertragen. Pro 
Kavität werden dabei Doppelbestimmungen durchgeführt. In jede Kavität füllt 
man 100 µl DyeReagent und lässt die Mikrotiterplatte 60 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubieren. Nun legt man die Mikrotiterplatte in den ELISA-
Reader, wo sie zunächst geschüttelt wird, um das Reagenz gleichmäßig in der 
Kavität zu verteilen. Bei einer Wellenlänge von 595 nm werden schließlich die 






Das DNA-Laddering ist eine Methode, bei der die internucleosomale DNA-
Fragmentierung einer bestimmten Zelllinie im Rahmen einer Apoptoseinduktion 
im Agarose-Gel als Bandenmuster dargestellt werden und somit die Apoptose 
nachgewiesen werden kann.[408] 
Hierzu wird zunächst eine Zelllinie, die auf Apoptose untersucht werden soll, 
inkubiert und mit zuvor ausgewählten Apoptose induzierenden Agentien 
beimpft. Bei vorliegender Zellzahl von 5-10 x 105 erfolgt nach Waschung mit 
PBS die vorsichtige Zentrifugation derselben für 5 Minuten bei 500 x g. Nach 
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Dekantieren oder Abpipettieren des Überstands wird das Zellpellet mit dem 
Lysepuffer lysiert. Anschließend gibt man nacheinander zwei 
Enzymkonzentrate mit einer jeweiligen Inkubationszeit hinzu. Danach wird 
Ammoniumazetat sowie Isopropanol hinzugefügt und man kühlt die Proben bei 
-20 °C ab. 
Nach erneuter Zentrifugation dekantiert oder pipettiert erneut den Überstand ab, 
wäscht mit 70%igem Ethanol aus und lässt die Probe lufttrocknen. Im nächsten 
Schritt löst man die Probe in DNA-Suspensionspuffer auf. 15-30 µl der so 
gewonnenen Fraktion werden in ein 1,2%iges Agarosegel eingebettet, welches 
zusätzlich Ethidiumbromid enthält. Nach ein- bis zweistündigem Laufen des 
Gels bei 5 V/cm können die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht 

























Um eine Verbesserung der Wirksamkeit von Sorafenib auf Tumorzellen 
untersuchen zu können, sollte zunächst die hierfür geeignete Konzentration von 
Sorafenib bestimmt werden. Bei einer zu geringen Konzentration von Sorafenib 
könnten unterstützende Effekte übersehen werden, wogegen bei einer zu 
hohen Konzentration mit Sorafenib kein zusätzlicher Effekt mehr nachweisbar 
sein würde. 
Als erster Schritt wurden daher die Zelllinie Hep3B aus einem hepatozellulären 
Karzinom und die Hepatoblastom-Zelllinie HepG2 mit Sorafenib-
Konzentrationen zwischen 0,625-20,0 µM inkubiert. Der Einfluss von Sorafenib 
auf die Tumorzellen wurde mit Hilfe eines SRB-Tests (Abb. 9, Frage nach 
Proliferation der Zellen) und eines LDH-Tests (Abb. 10, Frage nach Toxizität mit 
Membranpermeabilität und LDH-Freisetzung in den Überstand) untersucht. Als 
Ergebnis konnte aus beiden Testsystemen abgelesen werden, dass bei einer 
Konzentration von 5 µM bereits ein Effekt der Sorafenibwirkung vorhanden war, 
jedoch noch keine ausgeprägte Toxizität mit LDH-Freisetzung beobachtbar war, 
wie bei höheren Konzentrationen. Abgeleitet aus diesen Untersuchungen wurde 
eine Sorafenib-Konzentration von 5 µM als Standardkonzentration für die 



























Abb. 9 Sorafenib-Konzentrationsreihe von HepG2 + Hep3B nach 48 h 
Inkubation in DMEM mit 10% FCS. Als Kontrolle dient DMEM mit 10% FCS ohne 















Abb. 10 Sorafenib-Konzentrationsreihe von HepG2 + Hep3B nach 48 h 
Inkubation in DMEM mit 10% FCS. Als Kontrolle dient DMEM mit 10% FCS ohne 

























































3.2. Wirkung des Serum-Entzuges auf die Hepatomzelllinien-Proliferation 
 
Eine Möglichkeit Autophagie auszulösen ist der Serumentzug in Überständen 
von Zellkulturen [409]. Um den Einfluss des üblicherweise im 
Wachstumsmedium unserer Zelllinien zugesetzten Serums nachweisen zu 
können, wurden die Auswirkungen einer stufenweisen Reduktion von FCS im 
Medium auf einen SRB-Test mit HepG2 Zellen untersucht. Als Ergebnis zeigte 
sich bereits bei einem Ersatz des üblichen Zusatzes von 10% durch 5%-FCS-
haltiges Medium eine deutliche Reduktion der Zellproliferation, die bei 1%-
haltigem bzw. serumfreiem Medium noch weiter zunahm (Abb. 11). Dabei liegt 
im Vergleich zwischen der Proliferationsrate der Standard-Konzentration von 
10% des FCS im jeweiligen Medium und dem kompletten FCS-Entzug im 
gleichen Medium eine Reduktion um den Faktor 5 vor. Vergleichbare 





Abb. 11 Verdünnungsreihe des FCS im DMEM bei HepG2 nach 48 h 
Inkubation. Als 100%-Kontrolle dient die Zellproliferation in DMEM ohne  




3.3. Sorafenibwirkung bei FCS-Entzug im LDH-Assay 
3.3.1 Sorafenibwirkung bei FCS-Entzug in DMEM 
 
Unter der Annahme, dass zunehmende Autophagie in Tumorzellen die Wirkung 
von Sorafenib verstärken könnte, wurde als nächster Schritt die Auswirkung 
eines Serumentzugs auf Sorafenib-behandelte Zellen mit einem LDH-Test 
untersucht. Es zeigten sich dabei signifikant höhere LDH-Freisetzungsraten als 
unter FCS-haltigen Kulturbedingungen (Abb. 12). Während die LDH-
Konzentrationen der Kontrolle ohne Sorafenib und mit 5 µM Sorafenib in DMEM 
mit 10% FCS nach 24 h Inkubation beide ähnlich niedrige Werte zwischen 20-
30% erreichten, trat ein erheblicher und statistisch signifikanter Unterschied der 
LDH-Freisetzung bei FCS-freiem DMEM zwischen der Kontrolle und 5 µM 
Sorafenib auf. In Abb. 13 wird derselbe Versuchsansatz mit Hep3B gezeigt. 
Hierbei ist bereits die Basis-LDH-Konzentration bei ca. 40%, sodass der 
synergistische Effekt aus Sorafenib und dem FCS-Entzug des DMEM geringer, 
wenngleich ebenfalls signifikant ausfällt. Die Höchstwerte der LDH-Freisetzung 































Abb. 12 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf HepG2 +/- FCS 
Die Kontrollen enthalten DMEM ohne Sorafenib (mit oder ohne FCS). Angegeben ist 
die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 

















Abb. 13 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf Hep3B +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  





















































































































Abb. 14 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf PLC/PRF/5 +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Das bereits beobachtete Muster der Verstärkung einer Sorafenibwirkung konnte 
in einer dritten und vierten Zelllinie, PLC/PRF/5- und HuH7-Zellen, bestätigt 
werden. Die LDH-Freisetzungsraten für PLC/PRF/5 liegen in Abb. 14 für die 
Kombination aus 5 µM Sorafenib und dem FCS-Entzug bei ca. 50%. Die 
alleinige Sorafenibbehandlung ohne FCS-Entzug weist dabei keinen 
signifikanten Unterschied zur Sorafenib nativen Kontrolle auf. Bei HuH7 Zellen 
liegt die LDH-Freisetzungsrate bei ca. 55% bei der Kombinationsbehandlung, 
während Sorafenib mit 10% FCS in DMEM lediglich 20 Prozentpunkte darunter 
liegt. Dieser Unterschied ist somit geringer als in den anderen Zelllinien, jedoch 









































































Abb. 15 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf HuH7 +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Die gleiche Versuchsreihe wie in den Abbildungen 12-15 wurde mit einer 48-
stündigen statt 24-stündigen Sorafenib-Einwirkungszeit wiederholt. Hierbei 
resultierten in allen vier Hepatom- bzw. HCC-Zelllinien (HepG2, Hep3B, 
PLC/PRF/5 und HuH7) vergleichbare LDH-Reaktionsmuster wie in den 24-
stündigen Inkubationszeiten. Dies kann den folgenden Abbildungen 16-19 
entnommen werden. Auch hier hat die Zelllinie HepG2 das höchste 
Signifikanzniveau mit einer absoluten Differenz in der LDH-Freisetzungsrate 
von knapp 50 Prozentpunkten im direkten Vergleich zwischen 5 µM Sorafenib 
mit und ohne 10-prozentigem FCS-Zusatz in DMEM. Und erneut ist bei HuH7 
und PLC/PRF/5 eine deutlich geringere, wenngleich signifikante und relevante 







































































Abb. 16 48-stündige Sorafenibeinwirkung auf HepG2 +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
















Abb. 17 48-stündige Sorafenibeinwirkung auf Hep3B +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  




















































































































Abb. 18 48-stündige Sorafenibeinwirkung auf HuH7 +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
















Abb. 19 48-stündige Sorafenibeinwirkung auf PLC/PRF/5 +/- FCS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  











































































































































































































Abb. 20 Kinetik der LDH-Freisetzung von HepG2 mit Sorafenib in DMEM 
mit 10% FCS und DMEM ohne FCS (FCS depleted). Als Kontrolle wurden jeweils 
Zellen ohne Inkubation mit Sorafenib eingesetzt (ctrl.). 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der Studenten-t-Test 
verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Als weitere Untersuchung wurden im zeitlichen Verlauf die dynamischen LDH-
Freisetzungsraten bei unterschiedlichen Inkubationszeiten mit Sorafenib mit 
HepG2 Zellen untersucht. Der Effekt einer verstärkten Zellschädigung durch 
Sorafenib bei Serumentzug zeigte sich dabei bei allen untersuchten 
Inkubationszeiten von 24 h, 48 h und 72 h (Abb. 20). Diese Beobachtung 
konnte in vergleichbarer Weise auch für die weiteren Zelllinien Hep3B, HuH7 
und PLC/PRF/5 beobachtet werden.  
Zusammenfassend konnte in diesen ersten Versuchen gezeigt werden, dass 
durch Serumentzug die Wirkung von Sorafenib verstärkt werden kann. Diese 
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass Maßnahmen die zu einer 
erhöhten Autophagie in Tumorzellen führen, die medikamentöse Therapie mit 





























































Abb. 21 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf HepG2 in DMEM oder HBSS 
(+ 10% FCS, links) und HBSS ohne FCS (rechts). Als Kontrolle wurden jeweils Zellen 
ohne Sorafenib in den entsprechenden Medien inkubiert. 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der Studenten-t-Test 
verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Analog zu den Versuchsreihen mit Sorafenib in DMEM mit und ohne FCS-
Entzug, wurden weitere Untersuchungen in dem Aminosäure freien 
Salzmedium HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) durchgeführt. Wie aus Abb. 
21 deutlich und mit hohem Signifikanzniveau hervorgeht, verzehnfacht sich die 
Toxizität, gemessen an der LDH-Freisetzungsrate ins jeweilige Medium (DMEM 
oder HBSS), wenn Sorafenib in HBSS über 24 Stunden inkubiert wird im 
Gegensatz zu den jeweiligen Kontrollen (Sorafenib in DMEM mit 10% FCS oder 
HBSS ohne FCS und ohne Sorafenib). Dies ist die höchste relative Zelltoxizität, 
gemessen am Vielfachen der LDH-Freisetzung im Gegensatz zu Sorafenib in 



















Abb. 22 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf HuH7 in DMEM + HBSS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Die höchste Zelltoxizität in absoluten Prozentzahlen in dieser Versuchsreihe mit 
HBSS und Sorafenib findet sich in der Versuchsreihe mit HuH7 (Abb. 22). 
Hierbei liegt die maximale LDH-Freisetzungsrate bei über 90% in der 
Kombination aus Sorafenib und HBSS nach 24-stündiger Inkubation mit 
Sorafenib, während sowohl Sorafenib in DMEM (+ 10% FCS) als auch HBSS 
ohne Sorafenib auf gleich niedrigen LDH-Spiegeln bei ca. 20% liegen. Damit ist 
die Toxizität von Sorafenib in HBSS interessanterweise deutlich höher als in 
DMEM, während das nährstoffarme Milieu in HBSS alleine noch keine Toxizität 
















































































































Abb. 23 24-stündige Sorafenibeinwirkung auf Hep3B in DMEM + HBSS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Hep3B hat zwar die niedrigste Differenz bei der LDH-Freisetzungsrate zwischen 
der Sorafenib-Kontrolle in FCS-haltigem DMEM und der Kombination aus 
Sorafenib in HBSS, die gerade mal 20% beträgt, jedoch immer noch hoch 
signifikant ist (Abb. 23). Vergleicht man allerdings die Änderung der LDH-
Freisetzungsrate zwischen der HBSS-Kontrolle in FCS-freiem Milieu und die 
Sorafenib-Wirkung in HBSS, so stellt sich eine Differenz von immerhin ca. 50 
Prozentpunkten dar. Zu bedenken ist hierbei, dass sämtliche Versuchsreihen 
mit Hep3B eine höhere LDH-Freisetzung in der Kontrolle in DMEM mit 10% 
FCS-Zusatz aufweisen. Dem gegenüber ist die LDH-Freisetzung in HBSS als 
Kontrolle mit lediglich 12% beträchtlich geringer. Es lässt sich folglich 
festhalten, dass HBSS ohne Sorafenib weniger toxisch ist als DMEM ohne 
Sorafenib, bei der Kombination mit Sorafenib jedoch HBSS toxischer wirkt als 
DMEM. 
 
Wie aus Abb. 24 ersichtlich ist, verhält es sich mit der LDH-Freisetzungsrate bei 
der PLC/PRF/5-Kultur hinsichtlich der relativen Verhältnisse zwischen den 
beiden Medien (DMEM vs. HBSS) unter Zugabe von Sorafenib und in der 
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Kontrolle ohne Sorafenib etwas anders. So gibt es zwischen der HBSS-
Kontrolle und Sorafenib in DMEM keinen signifikanten Unterschied bezüglich 
der LDH-Freisetzungsrate; beide kommen auf knapp 20%, während die DMEM-
Kontrolle bei etwa 10% darunter liegt. Erst die Kombination aus HBSS und 
Sorafenib 5 µM erzeugt einen signifikanten und relevanten Zelluntergang im 
Sinne einer massiven LDH-Freisetzung von ~ 75%. Diese liegt zwar 
verhältnismäßig unter der maximal reproduzierbaren Toxizität mit der HuH7-
Zelllinie. Sie ist jedoch im Vergleich zur Sorafenib-Kontrolle in DMEM (Abb. 24) 























































Abb. 24 48-stündige Sorafenibeinwirkung auf PLC/PRF/5 in DMEM + HBSS 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  





















Abb. 25 Kinetik der LDH-Freisetzung von HepG2 mit Sorafenib in DMEM 
(+10% FCS) und in HBSS (ohne FCS). Als Kontrolle wurden jeweils Zellen ohne 
Inkubation mit Sorafenib eingesetzt (ctrl.) 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der Studenten-t-Test 
verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Die Variation der Inkubationszeiten mit HepG2-Zellen in HBSS ohne FCS-
Zusatz wurde auf eine maximale Inkubationszeit von 24 Stunden begrenzt, da 
zu diesem Zeitpunkt bereits in der unbehandelten Kontrolle eine erhebliche 
Zytotoxizität in HBSS beobachtet werden konnte. Interessanterweise kommt es 
bei 12 h und 24 h zu einem signifikanten Unterschied in der LDH-Freisetzung 
zwischen Sorafenib behandelten Zellen in Aminosäure freiem HBSS und 
DMEM mit FCS (Abb. 25).  
 
In der folgenden Versuchsgrafik in Abb. 26 wird deutlich, dass HBSS mit FCS-
Zusatz (10%) keinen Unterschied im Hinblick auf die LDH-Freisetzung unter 




























































































































Abb. 26 Unterschiede der HBSS-Wirkung +/- FCS bei HepG2 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass unter Verwendung 
eines Aminosäure freien Salzmediums ebenfalls die Toxizität von Sorafenib in 
Tumorzellen erhöht werden kann. Interessanterweise ist das Niveau der LDH-
Freisetzung in der HBSS-Kontrolle ohne Sorafenib niedriger als im 
vergleichsweise nährstoffreicheren DMEM. Daraus ergibt sich eine 
ausgeprägtere Toxizität zwischen der HBSS-Kontrolle und Sorafenib in HBSS 












































































3.4 Sorafenibwirkung bei FCS-Entzug im SRB-Assay 
3.4.1 Sorafenibwirkung bei FCS-Entzug in DMEM 
 
Zusätzlich zu den LDH-Versuchen der Abbildungen 12-19 erfolgten auch 
Versuchsreihen mit denselben Inkubationszeiten, jedoch als SRB-Test. Mittels 
SRB-Assays konnten an folgenden Beispielen von HepG2 und Hep3B die 
Hypothese der vermehrten bzw. der verstärkten Toxizität bei der Kombination 
aus 5 µM Sorafenib und FCS-Entzug des DMEM über eine verminderte 
Proliferationsrate bestätigt werden. Eine Signifikanz zeigt sich beim Versuch mit 
den HepG2-Zellen sowohl zwischen 5 µM Sorafenib mit und ohne FCS-Zusatz 
in DMEM als auch zwischen der unbehandelten Kontrolle in FCS-freiem DMEM 
und 5 µM Sorafenib unter FCS-Entzug. Während im SRB-Test bei FCS-
haltigem DMEM in Kombination mit 5 µM Sorafenib ein Wert von 95% bestimmt 
werden konnte (Abb. 27), ergab die FCS-freie Kontrolle ca. 12% und die FCS-
freie Inkubation mit DMEM und Sorafenib lediglich noch etwa 3% der 
















Abb. 27 Proliferation von HepG2 bei Sorafenib +/- FCS nach 48 h 
Alle Werte sind relativ bezogen auf die unbehandelte Kontrolle in FCS-haltigem 
Medium (10%). Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der 




















































Die Hep3B-Zelllinie zeigte im SRB-Assay ebenfalls die größte Hemmung unter 
der Kombination aus Serumentzug und Inkubation mit Sorafenib (Abb. 28). Im 
Gegensatz zum Versuch mit HepG2-Zellen zeigten Hep3B Zellen jedoch keine 
so stark ausgeprägte Proliferationshemmung von Kontrollzellen ohne 
Sorafenibbehandlung in serumfreiem DMEM. 
 
Ergänzend zu einer erhöhten Toxizität bei den durchgeführten LDH-Tests 
fanden sich somit bei den SRB-Assays eine mit Abstand am stärksten 
ausgeprägte Proliferationshemmung bei der Kombination von Serumentzug und 
















Abb. 28 Proliferation von Hep3B bei Sorafenib +/- FCS nach 48 h 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  























































3.4.2 Sorafenibwirkung in FCS-freiem HBSS-Medium 
 
Die oben bereits beschriebenen SRB-Tests wurden zusätzlich auch unter 
Verwendung des Aminosäure freien Salzmediums HBSS (Hank’s Balanced Salt 
Solution) durchgeführt. 
 
Abb. 29 und Abb. 30 illustrieren die Auswirkung des Sorafenibs nach 24-
stündiger Inkubation auf die Zelllinien HepG2 und Hep3B.  
Hierbei zeigte sich, dass in Bezug zu unbehandelten Zellen in DMEM (+10% 
FCS) bereits bei Zusatz von Sorafenib eine verminderte Proliferation gemessen 
werden konnte. Unter Verwendung von HBSS als Zellmedium konnte bei der 
unbehandelten Kontrolle bereits eine Reduktion der gemessenen relativen 
Proliferationsrate detektiert werden, wogegen die zusätzliche Inkubation mit 
Sorafenib zu einer erheblich höheren Proliferationshemmung führte (Abb. 29 für 























































Abb. 29 Proliferation von HepG2 bei Sorafenib in DMEM/HBSS nach 24 h 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
























































Abb. 30 Proliferation von Hep3B bei Sorafenib in DMEM/HBSS nach 24 h 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Zusammenfassend konnte somit unter allen Situationen mit einer vermuteten 
erhöhten Autophagierate (Serumentzug bei DMEM oder Aminosäure freies 
Salzmedium HBSS) eine erheblich stärkere Toxizität bzw. Proliferations-
hemmung durch Sorafenib erreicht werden. 
 
 
3.5 Die Kombination aus Sorafenib und 3-Methyladenin im LDH-Assay 
 
3-Methyladenin (3-MA) ist ein bekannter Autophagie-Inhibitor. 3-MA wurde zur 
Überprüfung der Hypothese, dass die durch ein Mangelmedium verstärkte 
Autophagie zur erhöhten Toxizität von Sorafenib beiträgt, eingesetzt. 
Bekanntermaßen ist die Toxizität von 3-MA in FCS-haltigem DMEM in den hier 
eingesetzten Zelllinien ab einer Konzentration von 10 mM toxisch, so dass für 




Im Zytotoxizitätsversuch zeigten dabei HepG2-Zellen unter Inkubation mit 3-MA 
keine erhöhte LDH-Freisetzung sowohl in FCS-haltigem als auch FCS-freiem 
DMEM (Abb. 31). Interessanterweise konnte der Einsatz von 3-MA die erhöhte 
Toxizität von Sorafenib in FCS-freiem DMEM signifikant reduzieren (Abb. 31). 
Dieser Versuch bestätigt somit zumindest zum Teil einen deutlichen Einfluss 





Abb. 31 24-stündige Inkubation von HepG2 mit Sorafenib + 3-MA 
mit und ohne FCS. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der 
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Wird analog zu der Versuchsreihe aus Abb. 31 anstatt DMEM als Medium 
HBSS eingesetzt, so ergibt sich ein vergleichbares Bild mit fehlender Toxizität 
von 3-MA alleine und signifikanter Reduktion der Toxizität unter Inkubation von 




darauf hin, dass ein erhöhtes Ausmaß an Autophagie erheblich zur gesteigerten 


















Abb. 32 24-stündige Inkubation von HepG2 mit Sorafenib + 3-MA in DMEM/HBSS. 
Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der Studenten-t-Test 




3.6 Die Kombination aus Sorafenib und 3-Methyladenin im SRB-Assay 
 
Nach der Beobachtung, dass 3-MA die Freisetzung von LDH unter 
Serumentzug und Sorafenib signifikant vermindern kann, sollte nun die Frage 
untersucht werden, ob 3-MA auch Einfluss auf die Zellproliferation aufweist. 










































































Entgegen den Erwartungen nach den Ergebnissen unter Punkt 3.5 (Die 
Kombination aus Sorafenib und 3-Methyladenin im LDH-Assay) zeigte die 
alleinige Zugabe von 3-MA zu serumfreiem Medium ohne zusätzliche 
Inkubation mit Sorafenib bereits eine erhebliche Hemmung der 
Proliferationsaktivität (Abb. 33). Da Zellen unter Serumentzug zur 
Kompensation des Nährstoffmangels ihre Autophagieaktivität erhöhen, könnte 
somit die Hemmung autophagischer Aktivität durch 3-MA für diese 
Beobachtung verantwortlich sein. Interessanterweise konnte für die 
Kombination von Sorafenib, 3-MA und Serumentzug die stärkste Hemmung der 






















































Abb. 33 Proliferation von HepG2 mit Sorafenib + 3-MA in DMEM ohne FCS  
nach 24 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Um den Effekt von Serumentzug zu umgehen, wurde der identische Versuch 
wiederholt, allerdings mit dem Unterschied, dass in diesem Fall 10% FCS zum 
DMEM zugesetzt wurde (Abb. 34). Die Proliferationsrate, bezogen auf die 
unbehandelte Kontrolle, zeigt dabei ein ähnliches Reaktionsmuster. Auffällig ist 
85 
 
jedoch, dass die Proliferationshemmung unter 3-MA ähnlich hoch verläuft als in 
serumfreiem Medium, während der Einfluss von Sorafenib alleine geringer 
ausfällt. Erneut wurde bei der Kombination aus 3-MA und Sorafenib die stärkste 
Proliferationshemmung detektiert. Zusammenfassend scheint die Hemmung der 























































Abb. 34 Proliferation von HepG2 mit Sorafenib + 3-MA in DMEM + FCS 
nach 24 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  




3.7 Mikroskopische Morphologie (Phasenkontrast und Hoechst-Färbung) 
 
In den vorausgehenden LDH-Tests konnte eine deutliche Störung der 
Membranintegrität durch Sorafenib und Serumentzug nachgewiesen werden. 
Diese Beobachtung war durch Koinkubation mit 3-MA zum Teil reversibel, 
allerdings zeigte die 3-MA Inkubation keinen vergleichbaren Effekt in den 
nachfolgenden SRB-Tests. Zur weiteren Einordnung wie tiefgreifend der unter 
einer Kombination von Sorafenib und Serumentzug auftretende Zellschaden ist, 
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wurde die Veränderung der Zellmorphologie mikroskopisch untersucht. Die 
Morphologie der Zellen der oben genannten Versuchsreihen (Abb. 12) bezogen 
auf HepG2 zeigen in Abb. 35 und Abb. 36 bei den mikroskopischen Aufnahmen 
mit der Hoechst-Färbung die nucleären Alterationen im Sinne einer Nucleus-
Pyknose bei Sorafenib-Behandlung im FCS-freien DMEM. Erneut wurden 
HepG2-Zellrasen für 24 Stunden mit dem Kontrollmedium DMEM jeweils mit 
und ohne 10% FCS-Zusatz und zusätzlich jeweils mit und ohne Sorafenib 
behandelt.  
Das mikroskopische Phasenkonstrastbild bei 200-facher Vergrößerung bildet 
die morphologischen Zellmembranveränderungen ab. Hierbei kommt im FCS-
haltigen Kontrollmedium mit und ohne Sorafenib-Behandlung eine regelrechte  
Zell- und Nucleusmorphologie der HepG2-Zellverbände zur Darstellung. 
  
 















Abb. 35 Morphologische Unterschiede bei 24-stündiger Inkubation von      
HepG2 +/- Sorafenib in DMEM + FCS 10% 
Abgelichtet unter dem Phasenkontrastmikroskop und mittels Hoechst-Färbung 































































Bei den FCS-freien Zellpopulationen erkennt man in den mikroskopischen 
Aufnahmen sowohl im Phasenkontrastmikroskop als auch bei der Hoechst-
Färbung der Zellkerne einen relevanten morphologischen Unterschied, der 
durch die roten Markierungen hervorgehoben wird (Abb. 36). Die Zellen sowie 
die Nuclei werden pyknotisch und weisen ein verdichtetes, kompaktes 
Zellkernchromatin auf. Dieses Abrunden bzw. diese Schrumpfung der Zellen in 
toto und der Zellkerne kombiniert mit einer Kugelung ist z. B. aus apoptotischen 
Zellvorgängen und Zelluntergängen bekannt. Diese Aufnahmen wurden mit 




    DMEM ohne FCS                 Sorafenib in DMEM ohne FCS 
            
 
Abb. 36 Morphologische Unterschiede bei 24-stündiger Inkubation von    
HepG2 +/- Sorafenib ohne FCS 
Abgelichtet unter dem Phasenkontrastmikroskop und mittels Hoechst-Färbung 



































Abb. 37 Morphologische Unterschiede bei 24-stündiger Inkubation von       
HepG2 +/- Sorafenib in DMEM + 10% FCS 
Abgelichtet unter dem Phasenkontrastmikroskop und mittels Hoechst-Färbung 
bei 200-facher Vergrößerung. Die Skala im Bild entspricht jeweils 200 µm. 
 
 
Abb. 37 und Abb. 38 zeigen ebenfalls HepG2-Zellkulturen nach 24-stündiger 
Inkubation in DMEM mit und ohne FCS-Zusatz und jeweils mit und ohne 
Sorafenib. Nun ist die Hoechst-Färbung jedoch mit einem Blaufilter 
aufgenommen worden. Wiederum sieht man die unauffällige Chromatindichte 
bei der DMEM-Leerkontrolle mit FCS-Zusatz. In der Phasenkontrastmikroskopie 
und auch in der Hoechst-Färbung mit Blaufilter kann man morphologisch keinen 
Unterschied zwischen der FCS-haltigen DMEM-Leerkontrolle, der FCS-freien 
DMEM-Kontrolle und der Sorafenib behandelten Zellkultur mit FCS-Zusatz 
sehen. Dagegen zeigt die Sorafenib behandelte und FCS-freie Zellkultur in der 
Phasenkontrastmikroskopie die bereits in Abb. 36 dargestellte Kugelung und 
Schrumpfung der gesamten Zelle. Diese pyknotisch aussehende Schrumpfung 








































an der heller erscheinenden Anfärbung der runden Zellkerne mit verdichtetem  
nucleärem Chromatin erkennen kann. 
 
 
















Abb. 38 Morphologische Unterschiede bei 24-stündiger Inkubation von       
HepG2 in DMEM +/- Sorafenib ohne FCS 
Abgelichtet unter dem Phasenkontrastmikroskop und mittels Hoechst-Färbung 
bei 200-facher Vergrößerung. Die Skala im Bild entspricht jeweils 200 µm. 
 
 
Tauscht man gemäß Abb. 39 das Medium von DMEM auf HBSS um und lässt 
dabei den 10%igen FCS-Zusatz aus, so ist morphologisch sowohl in der 
Phasenkontrastmikroskopie als auch in der Hoechst-Färbung bei Blaufilter in 
der Sorafenib freien Kontrolle kein signifikanter Unterschied zu den DMEM-
Versuchen aus Abb. 36 zu erkennen. Erst die Behandlung mit Sorafenib in 
HBSS ohne FCS-Zusatz führt zu der aus Abb. 36 und 38 bekannten Kugelung 
und Schrumpfung sowohl der Zelle als auch des Zellkerns bzw. des 








































Sorafenib das Zellchromatin unscharf und diffus dargestellt, was bei Sorafenib-
Behandlung durch die Schrumpfung der Zellkerne und der 
Zellkernchromatinverdichtung als hellere und scharf abgrenzbare, jedoch 
deutlich verkleinerte, rundliche Struktur in eben gleicher Färbung zum 
Vorschein tritt. Die Morphologie der Nuclei wandelt sich ergo von oval bis 
elliptisch hin zur sphärischen Form. Zusammenfassend zeigen diese 
morphologischen Untersuchungen eindeutig eine tiefgreifende Schädigung der 
Tumorzellen durch die Kombination von Sorafenib und Serumentzug. 
 
 
   HBSS ohne FCS          Sorafenib in HBSS ohne FCS 
 
 
    











Abb. 39 Morphologische Unterschiede bei 24-stündiger Inkubation von      
HepG2 +/- Sorafenib in HBSS ohne FCS 
Abgelichtet unter dem Phasenkontrastmikroskop und mittels Hoechst-Färbung 






























































Abb. 40 DNA-Laddering von HepG2 mit Sorafenib + DMEM nach 48 h  
M: Marker; N: Negativkontrolle; P: Positivkontrolle; SF: Sorafenib (DMEM+FCS); 




Mittels dem sog. „DNA-Laddering“ kann eine klassische Apoptose-typische 
Aufteilung der DNA-Fragmente entsprechend der jeweiligen relativen 
Nucleinsäuregrößen entlang eines Stromgradienten wiedergegeben werden. 
Dabei wandern die kleineren Nucleinsäurefragmente am weitesten im 
Agarosegelkissen.  
Wie in Abb. 40 zu sehen ist, zeigen nur der Marker (M) und die Positivkontrolle 
(P) das typische Apoptose-typische Laddering. In keiner der in DMEM 
inkubierten Proben und mit Sorafenib behandelten HepG2-Zellen kann das 
DNA-Laddering-Muster im Agarosegel dargestellt werden. Das DNA-Laddering 
ist somit in FCS-haltigem und FCS-freiem DMEM bei der Leerkontrolle und bei 
der Sorafenib-Behandlung ausgeblieben, so dass aus dieser Untersuchungs-
    M              N                P              SF            CF          Leer             C             S  
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technik keine klassische Apoptose bei der Kombinationsbehandlung aus 
Sorafenib und Serumentzug nachgewiesen werden konnte. 
 
 

















Abb. 41 Wirkung von Sorafenib, Lithiumchlorid und Rapamycin auf HepG2  
nach 48 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Aus den bisherigen Experimenten kann die Hypothese abgeleitet werden, dass 
eine verstärkte Autophagieaktivität durch Serumentzug die Wirkung von 
Sorafenib auf Tumorzellen verbessern kann. Um diese Hypothese zu 
überprüfen, wurde bei den Versuchen in Abb. 41 die Wirkung zweier bekannter  
Autophagie-Induktoren Lithiumchlorid und Rapamycin auf HepG2-Zellkulturen 
mit und ohne Sorafenib untersucht. Hierbei erfolgte eine 48-stündige Inkubation 


















































































Während Lithiumchlorid und Rapamycin alleine jeweils keine erhöhte LDH-
Freisetzung auslösen konnten, zeigte die Koinkubation mit Sorafenib jeweils 
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied bei der LDH-Freisetzung. Nach 
diesen Ergebnissen kann eine durch die Substanzen postulierte 
Autophagieinduktion die Sorafenib Wirkung auf Tumorzellen nicht verbessern. 
 
 
3.10 Wirkung von Autophagieinhibitoren auf die Toxizität von Sorafenib 
 
Wortmannin (WT) ist ein weiterer Autophagie-Inhibitor und weist in DMEM ohne 
FCS im Gegensatz zu 3-MA keinen Proliferationsarrest auf, wie aus Abb. 42 
ersichtlich wird. Allerdings präsentiert sich bei dieser Versuchsreihe eine 
signifikante Verstärkung der Proliferationshemmung von Sorafenib durch  WT in 
















Abb. 42 Proliferation von HepG2 in DMEM mit Sorafenib + Wortmannin  
nach 72 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  






















































Der Versuchsaufbau aus Abb. 42 lässt sich analog auf die HuH7-Zelllinie in 
Abb. 43 übertragen. Selbst wenn die Abschwächung der Proliferationsrate nicht 
so eindeutig verläuft wie bei HepG2, so ist dennoch ersichtlich, dass die 
Reduktion der Proliferation in der Kombination aus Wortmannin und Sorafenib 














Abb. 43 Proliferation von HuH7 in DMEM mit Sorafenib + Wortmannin  
nach 72 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
Studenten-t-Test verwendet. [* ≙ (p ≤ 0,05); ** ≙ (p ≤ 0,01); *** ≙ (p ≤ 0,001)] 
 
 
Zusätzlich zu 3-MA und WT wurde noch ein dritter Autophagie-Inhibitor, 
Chloroquin, untersucht. Hierbei zeigten sich nach 72-stündiger Inkubation in 
HepG2 Proliferationsraten von jeweils ca. 40 % bei den Monotherapien mit 
Sorafenib und Chloroquin, verglichen mit der Kontrolle in DMEM ohne FCS. 
Erst die Kombination aus beiden Substanzen erzeugte eine deutliche und 
signifikante Hemmung der Proliferationsrate auf ca. 5% (Abb. 44). 
Führt man den gleichen Versuchsansatz wie in Abb. 44 mit HuH7-Zelllinien 
durch, so entsteht, ein vergleichbares Ergebnis wie bei HepG2 Tumorzellen. 
Während Sorafenib und Chloroquin Monotherapien bei HuH7 Zellen jeweils 




















































hervorrufen, konnte bei der Kombination aus Sorafenib und Chloroquin eine 















Abb. 44 Proliferation von HepG2 in DMEM mit Sorafenib + Chloroquin  
nach 72 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  
















Abb. 45 Proliferation von HuH7 in DMEM mit Sorafenib + Chloroquin  
nach 72 h. Angegeben ist die einfache SD. Als Signifikanz-Test wurde der  







































































































Zusammenfassend konnte somit für drei unterschiedliche, pharmakologisch 
wirksame Substanzen (3-MA, WT und CQ), die als Hemmstoffe von Autophagie 
bekannt sind, eine Verstärkung der Proliferationshemmung von 
Hepatomzelllinien durch die Wirkung von Sorafenib unter Serumentzug gezeigt 
werden. Auf HepG2 haben die Autophagie inhibierenden Substanzen WT und 
CQ einen größeren Toxizitätseffekt als auf HuH7. Des Weiteren wirkt sich WT 
mit Sorafenib stärker auf die Proliferationshemmung aus verglichen mit WT 
ohne Sorafenib. Diese relative Proliferationshemmung ist bei CQ weniger 
intensiv ausgeprägt, da bereits CQ ohne Sorafenib allein betrachtet zu einer 


























Das HCC ist hinsichtlich der Mortalität und Inzidenz einer der führenden soliden 
Malignome des 21. Jahrhunderts [410, 411]. 
Bei den meisten Patienten mit HCC handelt es sich bei Diagnosestellung um 
eine palliative Situation, sodass die kurativen Therapieansätze wie die 
Transplantation oder die Leberteilresektion nur wenigen Patienten vorbehalten 
bleiben [200]. 
Die Therapieoptionen der palliativen Situation bei HCC sind im konservativ-
medikamentösen Bereich sehr eingeschränkt. Abgesehen von Sorafenib als 
Monotherapie ist diesbezüglich aktuell weltweit keine Therapiekombination 
etabliert und dementsprechend auch nicht in den Leitlinien empfohlen. Selbst 
bei der ASCO-Jahrestagung 2014 ergaben sich keine relevanten, signifikanten 
und neuen Ergebnisse sowie Publikationen bei der palliativen Therapieoption 
des HCC als Alternative zu Sorafenib oder als additive Therapiemodalität [412, 
413]. 
Aus diesem Grunde beschäftigt sich diese Arbeit mit neuen In-vitro-
Kombinationen aus Sorafenib und verschiedenen Substanzen zur Optimierung 
des antiproliferativen Effektes auf HCC-Zelllinien bzw. zur Erforschung von 
Substanzen mit synergistischen Effekten im Hinblick auf den antitumorösen 
Effekt auf HCC-Zelllinien. 
 
 
4.1 Die Wirkung von FCS-Entzug auf Hepatomzelllinien 
 
Der Zusatz von zehn Volumenprozent FCS zu den handelsüblichen Medien 
(DMEM und HBSS) ermöglicht ein physiologisches Wachstum von humanen 
Zelllinien, in diesem Fall von Hepatomzelllinien (HepG2, Hep3B, PLC/PRF/5, 
HuH7). 
Die beiden Medien unterscheiden sich in der molekularen Zusammensetzung: 
HBSS enthält lediglich Glucose und acht anorganische Salze wie beispiels-
weise Calciumchlorid, Magnesiumsulfat, Natriumhydrogencarbonat u.a. [414]. 
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DMEM enthält ebenfalls Glucose in derselben Konzentration und ähnliche 
anorganische Salze, jedoch beinhaltet DMEM zudem 15 Aminosäuren, 
teilweise essenzielle, des Weiteren zahlreiche Vitamine wie z.B. Thiamin, 
Niacinamid, Riboflavin und Folsäure [415, 416]. 
Unsere Versuchsreihe mit der Hepatomzelllinie HepG2 in Abb. 11 stellt den 
Bezug der Konzentrationsreihe von FCS in DMEM mit der jeweiligen 
Proliferationsrate im SRB-Assay her. Hierbei erkennt man, wie die 
Proliferationsrate in DMEM bei FCS-Entzug (als 100% Referenz genommen) 
auf bis zu ca. 500% unter 10% FCS-Zusatz ansteigt. Dies spiegelt die besseren 
In-vitro-Bedingungen bzw. physiologischeren Verhältnisse durch den Zusatz 
von FCS wider. 
Auch im LDH-Assay mit HepG2 in Abb. 12 zeigt sich in der Zellschale mit der 
physiologischen FCS-Konzentration (10%) eine niedrigere Rate an im Medium 
gelöster LDH der zugrunde gegangenen Hepatomzellen, verglichen mit der 
FCS-freien Zellschale in DMEM, wenngleich dieser Unterschied nicht signifikant 
ist. Konkret sind dies eine 22%ige gegenüber einer 28%igen LDH-
Freisetzungsrate. 
Bei der Zelllinie PLC/PRF/5 kommt es bei dem FCS-freien DMEM ebenfalls zu 
einer höheren LDH-Rate als bei dem FCS-haltigen DMEM; dies zeigt sich in 
den Abb. 14 und 19 und verhält sich bei den Relationen der Kontrollen 
zueinander als auch bei den absoluten Werten der LDH-Ausschüttung ins 
Medium. 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den international üblichen Zu-
bereitungen von Medien, die physiologische Verhältnisse imitieren [417, 418]. 
 
In anderen Hepatomzelllinien ist der Effekt auf die LDH-Rate im gelösten 
Überstand des Mediums teilweise paradox. So liegt bei kulturierten Hep3B-
Zellen in Abb. 13 die LDH-Rate der FCS-haltigen Leerkontrolle (DMEM) nach 
24 Stunden schon bei ca. 40%, während die FCS-freie Kontrolle lediglich 30% 
derselben aufweist. Diese hohe LDH-Rate in der Kontrolle konnte bei allen 
Hep3B-Versuchen nachgewiesen werden und könnte auf den höheren 
Grundumsatz der Zelllinie zurückzuführen sein. 
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Ein ähnlicher Effekt mit jedoch geringeren LDH-Raten (30% vs. 18%) lässt sich 
mit HuH7 in Abb. 15 erzeugen. 
Bei diesen Versuchsreihen wurde des Weiteren festgestellt, dass bei 
sämtlichen Versuchen beim Austausch des DMEM durch HBSS weitaus höhere 
LDH-Konzentrationen gemessen werden konnten als bei dem üblicherweise 
gebräuchlichen DMEM. Dies zeigt sich in Abb. 21. Das hängt mit der 
Zusammensetzung des HBSS zusammen, das im Vergleich zu DMEM weitaus 
weniger Aminosäuren enthält und dementsprechend das verhältnismäßig 
weniger physiologische Medium für das Zellwachstum darstellt. Es ist an dieser 
Stelle anzunehmen, dass bei der Inkubation von Hepatomzelllinien in HBSS 
eine Situation imitiert bzw. erzeugt wird, wie sie sonst in vivo bei katabolen 
Hungerzuständen zu erwarten ist und oftmals mit einer Verstärkung der 
Autophagieauslösung vergesellschaftet ist [419, 420]. 
 
 
4.2 Die Wirkung von Sorafenib auf Hepatomzelllinien 
 
Die Behandlung mit Sorafenib zeigt in keiner Versuchsreihe und in keiner der 
untersuchten vier Hepatomzelllinien (HepG2, Hep3B, PLC/PRF/5 und HuH7) 
einen signifikanten Unterschied der zellulären Überlebensrate im Vergleich zur 
Leerkontrolle, gemessen am LDH-Assay. Anders sieht es im SRB-Assay aus, 
bei der jede der vier Hepatomzelllinien, gemäß Abb. 27-30 und 41-45 eine 
unterschiedlich starke Inhibition der Proliferationsrate auszulösen vermag, was 
zusätzlich bei unterschiedlicher Inkubationszeit von 24, 48 und 72 h sich 
entsprechend der fortschreitenden Kinetik stärker hinsichtlich der inhibierten 
Proliferation ausprägt. Sorafenib reduziert somit in DMEM mit FCS-Zusatz die 
Zellproliferation, ohne aber einen Zellschaden mit LDH-Freisetzung zu 
bewerkstelligen. Diese Ergebnisse der Zellproliferationsinhibition durch 
Sorafenib werden in der Literatur einmütig beschrieben [246], wenngleich mit 
unterschiedlicher Interpretation der Mechanismen der inhibierenden 
Zellproliferation und der zytotoxischen Wirkung von Sorafenib. Park et al. gehen 
von einer Autophagieinduktion bedingt durch Sorafenib aus [273]. Dagegen 
100 
 
beschreiben Liu et al., dass es zu einer Sorafenib bedingten Apoptoseinduktion 
von Hepatomzellen (hier in PLC/PRF/5 und in HepG2) durch die 
Herunterregulierung des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 kommt [265]. Auch 
Huynh et al. misst  Sorafenib eine apoptische Wirkung bei [421], wobei selbige 
nach Godin et al. durch Sorafenib allein nur in geringem Maße induziert werden 
kann [422]. Louandre et al. hingegen postulieren, dass durch Sorafenib eine 
neue Art des Zelltodes getriggert wird, die sich Ferroptose nennt und anders als 
bei der Nekrose, der Autophagie oder der Apoptose den Zelltod durch eine 
Eisen-abhängige Akkumulation von letalen Lipid-Sauerstoffspezies bedingt 
[423, 424]. 
Andere Autoren dagegen schreiben Sorafenib lediglich in Kombination mit einer 
weiteren Substanz eine triggernde Funktion bei der Induktion von Apoptose zu 
[425, 426]. 
 
Im Phasenkontrastmikroskop kann bei 200-facher Vergrößerung festgestellt 
werden, dass Sorafenib in FCS-haltigem DMEM bei allen vier Hepatomzelllinien 
morphologisch keinen signifikanten Unterschied gegenüber der Leerkontrolle 
ohne Sorafenib erzeugt. Der Zellverbund weist sowohl in der Kontrolle ohne 
Behandlung als auch mit Sorafenib-Behandlung einen unauffälligen Zellrasen 
mit polygonalem Zellmuster auf. Auch in der Hoechst-Färbung, bei der die 
Zellkerne angefärbt werden, ergeben sich keine signifikanten, mikroskopischen 
Veränderungen in FCS-haltigem DMEM mit und ohne Sorafenib-Behandlung; 
so zeigen sich oval bis elliptisch geformte Nuclei. Dies ist aus den Abb. 35 und 
36 ersichtlich. 
 
Zusammenschauend lassen sich somit in unseren Experimenten in vitro in 
FCS-haltigem Medium (DMEM) auf mikroskopisch-morphologischer Ebene und 
im Hinblick auf die LDH-Spiegel im Medium keine zelltoxischen Wirkungen 
durch Sorafenib auslösen, sondern es lassen sich lediglich die 





4.3 Die Wirkung von Sorafenib unter FCS-Entzug in DMEM 
 
Die Inkubation der Hepatomzelllinien in FCS-freiem DMEM in Kombination mit 
Sorafenib bewirkt eine deutliche Steigerung der Toxizität durch Sorafenib. Dies 
zeigt sich im LDH-Assay der Abb. 12-19 durch eine signifikante Zunahme der 
LDH-Freisetzungsrate. Aus Abb. 20 wird in der kinetischen Versuchsreihe nach 
24 h, nach 48 h und nach 72 h deutlich, wie sich die Sorafenib-Toxizität bei 
HepG2-Zellen im Laufe der Zeit verstärkt, wenn DMEM ohne FCS-Zusatz 
verwendet wird. Mit den anderen drei Hepatomzelllinien lässt sich dieser Effekt 
reproduzieren, wie aus den Abb. 12-19 hervorgeht. 
Der FCS-Entzug, mit dem daraus resultierenden Mangel an essenziellen, gar 
lebensnotwendigen Substraten für die Zellkultur verstärkt somit den Zelltod und 
die LDH-Ausschüttung in das soluble DMEM. 
Phasenkontrastmikroskopisch bei 200-facher Vergrößerung sieht man mittels 
Hoechst-Färbung eine Kugelung sowie eine Volumenabnahme der Zellen 
(Pyknose), sodass das polygonale Zellmembranmuster verschwindet und ein 
Zusammenschrumpfen (Shrinking) der Zellnuclei zustande kommt, was bei 
apoptotischem Zelltod vorkommt und bekannt ist. Hierbei kommt es zu einer 
Fragmentierung und zugleich zu einer Kondensierung der Nucleoli, das als 
Karyorhexis bezeichnet wird [427, 428]. 
 
 
4.4 Die Wirkung von Sorafenib unter FCS-Entzug in HBSS 
 
Die verstärkte Zelltoxizität in Hepatomzellrasen von Sorafenib in FCS-freiem 
Medium wird weiter verstärkt, wenn man anstelle des DMEM das vitaminfreie 
und substratarme HBSS ohne Hinzugabe von FCS verwendet. Die 
Substratarmut von HBSS hat kombiniert mit Sorafenib eine größere toxische 
Triggerwirkung auf Hepatomzellen als das physiologischere DMEM. 
Auch bei diesen Versuchen kann unter dem Phasenkontrastmikroskop bei 200-
facher Vergrößerung ein Schrumpfen der Hepatomzellen verzeichnet werden. 
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Somit ist das Ziel, eine pharmakologische Substanz zu detektieren, die diese 
ausgeprägten katabolen „Hungerzustände“ des HBSS oder DMEM ohne FCS-
Zusatz in vitro imitieren kann, um durch den Zellstress, der dadurch erzeugt 
wird die Zytotoxizität des Sorafenibs zu erhöhen. 
 
 
4.5 Zellschutz durch Kombination von Sorafenib und 3-Methyladenin 
 
Die Hinzunahme von 3-Methyladenin (3-MA) zur Versuchsreihe mit Sorafenib in 
DMEM mit 10%igem FCS und ohne FCS  bewirkt eine geringere Zelltoxizität, 
was sich am niedrigeren LDH-Outcome in Lösung der Hepatomzelllinien gemäß 
Abb. 31 abzeichnet. Dieser Schutz vor Zelltod im Sinne einer verminderten 
LDH-Ausschüttung ins Medium wird durch Ersetzen des DMEM durch HBSS 
deutlicher und signifikanter. So halbiert sich die LDH-Freisetzung von ca. 80% 
auf 40% wenn zu den Sorafenib behandelten HepG2-Zellrasen synchron für 24 
Stunden 3-MA dem Medium, sprich HBSS, zugesetzt wird. 
3-MA ist ein bekannter Autophagieinhibitor und wird oftmals in vitro bei 
zahlreichen karzinomatösen Zelllinien verwendet, um die Zelltodphänomene zu 
eruieren [320]. Der Umstand, dass durch 3-MA eine geringere, durch Sorafenib 
verursachte, Freisetzungsrate an LDH bedingt wird, legt die Hypothese nahe, 
dass der durch Sorafenib bewerkstelligte Zelltod der vier Hepatomzellen unter 
anderem durch einen überbordenden Autophagie-Effekt ausgelöst werden 
muss. 
Normalerweise schützt der Autophagieprozess eine Zelle vor dem Zelltod der 
Nekrose oder der Apoptose bei enormen Zellstress, sei es intrazellulär oder 
extrazellulär durch Zytokine, Hormone oder andere Botenstoffe bedingt [429, 
430]. Wird jedoch die Induktion der Autophagie in Form eines 
Schneeballsystems massiv ins Rollen gebracht, kann die Autophagie selbst 
zum Zelltod auslösenden Prozess ausarten, was als autophagischer Zelltod 





4.6 Modulation der Wirkung von Sorafenib durch Autophagieinhibitoren 
 
Werden HepG2-Zellen für 72 h mit Sorafenib und dem Autophagie 
induzierenden Substrat Wortmannin versetzt, so wird die Proliferationsrate 
durch die Kombination der beiden Substanzen signifikant stärker gehemmt als 
durch Sorafenib alleine, wie aus Abb. 42 und Abb. 43 ersichtlich wird. Dabei 
wirkt Wortmannin als Monotherapie kaum proliferationshemmend. Diese 
Ergebnisse sind mit denen von 3-MA vergleichbar, das ebenfalls die 
Autophagie hemmt. 
Auch Chloroquin, ein weiteres Autophagie inhibierendes Substrat, reduziert die 
durch Sorafenib bewerkstelligte Proliferationshemmung in Kombination mit 
selbigem nach 72-stündiger Inkubation signifikant stärker als es durch eine 
Sorafenib-Monotherapie der Fall ist (Abb. 44+45). Dieser Effekt gilt für HuH7 
und HepG2 gleichermaßen. 
Möglicherweise wird bei Wortmannin und Chloroquin durch die Autophagie-
Inhibition ein proliferationshemmender Effekt erzielt, der durch Zellzyklusarrest 
schützend auf die Sorafenib-Wirkung Einfluss nimmt. 
 
 
4.7 Modulation der Wirkung von Sorafenib durch Autophagieinduktoren 
 
In Abb. 41 wird die Versuchsreihe mit Lithiumchlorid und Rapamycin bei HepG2 
in Zusammenwirkung mit Sorafenib im LDH-Assay demonstriert. Hierbei sind 
die LDH-Raten in Lösung bei allen Kombinationen der Substanzen nach 48 h 
jeweils unter 20%, somit stellt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 
LDH-Raten der unterschiedlichen Substanzen ein. 
Zwei für in-vitro-Versuche bekannte Autophagie modulierende Agenzien, 
genauer Autophagie induzierende Substanzen, sind Rapamycin und 
Lithiumchlorid (LiCl) [433-436]. Lithiumchlorid bzw. auch Lithium können in vitro 
und auch in vivo neben der Autophagieinduktion auch die Apotoserate herunter 




Unter physiologischen Medium-Bedingungen, das heißt mit DMEM und 10% 
FCS-Zusatz, wirkte sich die Autophagie induzierende Wirkung von Rapamycin 





Die zytotoxische Wirkung von Sorafenib ist unter FCS-Entzug in DMEM stärker 
ausgeprägt als unter physiologischen, Medium bedingten, Zellkultur-
verhältnissen. Diese Zytotoxizität lässt sich in allen vier untersuchten 
Hepatomzelllinien nachweisen und reproduzieren, wenngleich in 
unterschiedlicher Ausprägung der LDH-Freisetzung. 
Tauscht man bei den Versuchen mit Sorafenib DMEM mit HBSS aus, das weit 
weniger Mikronährstoffe enthält, so kann die zellschädigende Wirkung von 
Sorafenib auf HepG2, Hep3B, HuH7 und PLC/PRF/5 nochmals gesteigert 
werden. 
Das Substrat 3-Methyladenin mit Autophagie inhibierender Wirkung vermag den 
zytotoxischen Wirkmechanismus von Sorafenib abzuschwächen. Da in der 
Literatur beschrieben ist, dass Sorafenib in HCC-Gewebe durch Autophagie 
vermittelt, also als autophagischen Zelltod, die Zytotoxizität bewerkstelligt, kann 
davon ausgegangen werden, dass durch die Kombination aus Sorafenib und 3-
Methyladenin dieser metabolische Signalweg des autophagischen Zelltods 
(teilweise) inhibiert wird. Dies wird dadurch belegt, dass im Versuch mit dem 
DNA-Laddering keine Apoptose typische DNA-Fragmentierung, ergo kein 
typisches Bandenmuster des DNA-Laddering sich manifestiert hat, was die 
Apoptose als möglichen Signalweg der Zytotoxizität unwahrscheinlich macht. 
 Im Phasenkontrastmikroskop und mittels Hoechst-Färbung sieht man 
hingegen Apoptose typische Phänomene wie die Karyorhexis und die Pyknose. 
Die Sorafenib-Wirkung in Hepatomzellverbänden konnte unter physiologischem 
FCS-Zusatz in DMEM nicht durch klassische Autophagie-Induktoren wie 
Lithiumchlorid oder Rapamycin verstärkt bzw. potenziert werden. Dies hätte 
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man im Umkehrschluss annehmen können, da durch eine Autophagieinduktion 
ein zytoprotektiver Effekt hervor getreten ist. 
Ein weiterer Signalweg, der gelegentlich in Tumorgewebe eine Rolle spielt, ist 
die vorbeschriebene Necroptose. In den Versuchsreihen mit dem Necroptose-
Inhibitor Necrostatin-1 konnte, ähnlich wie mit 3-MA, die Zytotoxizität von 
Sorafenib in HBSS ebenfalls herabgesetzt werden. Der Proliferationsarrest von 
Sorafenib unter HBSS in HepG2 wurde mittels Necrostatin-1 signifikant 
gedrosselt. Dies lässt die Hypothese zu, dass entweder durch Sorafenib als 
alternative Signalkaskade zur Autophagie stattdessen die Necroptoseinduktion 
oder ggf. die Kombination aus Autophagie und Necroptose in humanen 
Hepatomzellverbänden eine Rolle spielen kann. Dies wird durch die 
morphologischen Aspekte der Karyorhexis und Pyknose im 
Phasenkontrastmikroskop und in der Hoechst-Färbung gestützt. 
Somit bleibt festzustellen, dass die toxische Wirkung von Sorafenib auf 
Hepatomzellen bzw. –gewebe durch Nährstoffmangel potenziert werden kann, 
was jedoch in dieser Form durch die unphysiologischen Lebensverhältnisse 
nicht in vivo umgesetzt werden kann. Auf der Suche nach einer 
pharmakologisch aktiven Substanz, die diesen Nährstoffmangel im Mikromilieu 
imitieren kann, sind wir auf oben genannte Substanzen gestoßen. 
Weitere Substanzen wie Verapamil, Valproat, Thapsigargin, Taxol, Tamoxifen 
oder LY294002 vermochten nicht die Zytotoxizität von Sorafenib, weder 
potenzierend noch inhibierend, zu beeinflussen. Ergo bleiben 
pharmakologische Substanzen mit durchschlagender Effektivität bei der 
hepatotoxischen Wirkungspotenzierung des Sorafenibs weiterhin unentdeckt 













Sorafenib gilt in der medikamentösen Therapie des HCC nach aktuellem Stand 
als einziges Pharmakon, das das Gesamtüberleben um knapp 3 Monate in der 
palliativen Situation verlängern kann. Aus diesem Grund ist es von 
grundsätzlicher Bedeutung neue Kombinationen an Medikamenten mit 
zytotoxischen bzw. bestenfalls selektiv (hepato)kanzerotoxischen 
pharmakodynamischen Eigenschaften zu finden, die sich gegenseitig additiv 
oder besser noch synergistisch im Kampf gegen das HCC ergänzen oder 
potenzieren. 
Aus diesem Grund beschäftigt sich diese Dissertation mit der Erforschung 
neuer Substanzkombinationen, um die bekannten Sorafenib-Resistenzen in 
HCC-Geweben zu durchbrechen und die Effektivität signifikant und relevant zu 
erhöhen bzw. zu potenzieren. 
Es konnte gezeigt werden, dass die Sorafenib-Toxizität auf die 
Hepatomzelllinien (PLC/PRF/5, HuH7, HepG2 und Hep3B) in FCS-freiem 
Nährmedium (DMEM oder HBSS) im Vergleich zu physiologischen Nährmedien 
(DMEM mit FCS-Zusatz) signifikant und relevant höher war. Dieser zytotoxische 
Effekt ließ sich durch 3-Methyladenin, einem Autophagieinhibitor, 
abschwächen. Setzte man hingegen andere Autophagieinhibitoren wie 
Wortmannin oder Chloroquin als Kombinationspräparat mit Sorafenib ein, 
verstärkte sich die proliferationshemmende Wirkung von Sorafenib, ohne dass 
es zu einer signifikanten Änderung des zytotoxischen Effekts im LDH-Assay 
kam. 
Durch Autophagie induzierende Substanzen wie Lithiumchlorid oder Rapamycin 
konnte im Umkehrschluss der Wirkung von Autophagie-Inhibitoren keine 
Toxizitätssteigerung des Sorafenibs, verglichen mit der Monotherapie, erzielt 
werden. 
Zudem konnte mittels DNA-Laddering-Assay gezeigt werden, dass es bei 
Einwirkung von Sorafenib in FCS-freiem DMEM nicht zu einer Apoptose kommt. 
107 
 
Im Phasenkontrastmikroskop und in der Hoechst-Färbung konnten Apoptose 
typische Zellkernveränderungen wie die Karyorhexis und Zellveränderungen 
wie die Pyknose verzeichnet werden, sodass nicht ausschließlich vom 
autophagischen Zelltod als Signalweg des Sorafenibs abgezielt werden kann. 
In weiteren Versuchen und wissenschaftlichen Arbeiten sollte jedoch die 
Wirkungsweise des Sorafenibs im Hinblick auf eine synergistische hepatische 
Zelltoxizität in malignem Tumorgewebe untersucht und nach weiteren 
Substanzen geforscht werden, die in Kombination mit Sorafenib einen 
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